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RESUMO

Neste trabalho, analisam-se os processos de formacao de ligacoes de
hidrogénio entre as bases Adenina, Timina, Guanina e Citosina usando o método
Monte Carlo probabilistico. A possibilidade de formacao de pares é inicialmente
verificada considerando critério geométrico (distancia e orientacdo das moléculas)
seguida pela andlise da probabilidade energética, que é proporcional ao fator de
Boltzmann. Os resultados mostram que a probabilidade de ocorréncia, para alguns
modelos, nao segue a estrutura mais provavel segundo o fator de Boltzmann. Isto
sugere que existe uma forte influéncia geométrica na formacao dos pares (ligagoes
simples e miltiplas). Tal andlise fornece a base para a construgdo de modelos mais
complexos bem como para o entendimento de alguns mecanismos que ocorrem em
processos relacionados a mutacoes, visando compreender este tipo de fenomeno bi-

olégico.
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ABSTRACT

The aim of this work is the formation of hydrogen bonds (H-bonds)
between the bases Adenine, Thymine, Guanine and Cytosine for base pairing, using
the probabilistic Monte Carlo method. The pair formation probability is verified
firstly by geometrical criteria (molecular distance and orientation) followed by an

energetic criteria, which is proportional to the Boltzmann factor.

Numerical results show that the pairs occurrence probability, of same
models, does not follow only the Boltzmann factor probability. Such indicates that
there is a strong geometric influence at pairs formation (simple and multiple con-
nections). This analysis gives the base for the construction of more complex models
as well as to understand some mechanisms which occur at processes related to mu-

tation, in order to understand this kind of biological phenomena.



1 INTRODUCAO

O conhecimento cientifico sobre os organismos vivos tem sido ampli-
ado com o estudo da natureza molecular dos fenémenos biolégicos [55]. Hoje em
dia, nao basta apenas o conhecimento do organismo do ponto de vista histolégico,
morfoldgico e fisioldgico, mas se faz cada vez mais necessario o conhecimento dos
detalhes das estruturas moleculares envolvidas nas fungoes biolégicas. Os novos de-
senvolvimentos em Biologia molecular, a sofisticacao de métodos fisicos e os avangos
atuais em técnicas de microscopia, cristalografia de raio X e outras espectroscopias
téem permitido a determinacao de estruturas moleculares complexas, com um grande

impacto no estudo das fungoes bioldgicas [10].

A aplicacao dos métodos computacionais cada vez mais sofisticados
tem permitido um avanco sem precedentes em varias dreas da Ciéncia [80], em
particular as perspectivas de aplicacoes computacionais em Ciéncias Bioldgicas tem
tido uma grande repercussao e provavelmente tera um desenvolvimento ainda maior
num futuro préximo. Um dos campos que tem sido mais explorado é a modelagem
computacional de estruturas de interesse biolégico [42]. A aplicacao destas técnicas
abre a perspectiva de um grande avanco na compreensao de processos biolégicos em
nivel atémico-molecular e na proposta de novas estruturas moleculares com elevada

eficiéncia biolégica [10].

Surgem, desta forma, duas areas de pesquisa que estdo caminhando
juntas: a Bioinformadtica, que pode ser descrita como a aquisicao, andlise e estoque
de informacao biolégica, especificamente de dcidos nucleicos e proteinas; e a Biologia
Molecular Computacional, que estuda o desenvolvimento de algoritmos e programas
computacionais para resolver problemas nesta drea. Ambas tem crescido enorme-

mente na dltima década, motivados pelos projetos Genomas em curso.

Um dos objetivos fundamentais destas dreas é converter a informacao

contida na seqiiéncia de nucleotideos ou de proteinas (linguagem biolégica) em co-
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nhecimento bioquimico e biofisico (fun¢des estruturais, funcionais e evolutivas). Na
realidade, o que se procura é decodificar uma linguagem desconhecida, extraindo
o seu significado biolégico [32]. Esta linguagem pode ser decomposta em frases
(proteinas), palavras (motivos ou padrdes de estrutura) e letras (nucleotideos e /ou
aminoacidos). Assim como na linguagem natural, a substitui¢cdo de uma tinica letra
em uma palavra pode alterar o seu significado (como por exemplo casa-capa); a
substituicao de um 1dnico aminodcido pode causar, por exemplo, uma mudanca na

fungao de uma proteina [102].

Podemos citar ainda como um dos objetivos destas areas a localizacao e
identificagao de genes, exons (regides que codificam proteinas), introns (regices que
nao codificam proteinas) e seqiiéncias reguladoras. Em relacdo a este iltimo, requer-
se comparacoes extensivas com seqiiencias de espécies relacionadas assim como com

as de outras espécies.

Um outro objetivo é entender a estrutura da proteina, pois esta é essen-
cial na determinacao da funcao do genes. A funcao da proteina depende da sua
estrutura tridimensional (3D), pois é a que ela assume no meio biolégico. Dados os
padroes de estrutura 3-D (motivos) que as proteinas assumem, que sao mais conser-
vados que os dos aminodcidos, este tipo de homologia (semelhanga entre estruturas
de diferentes organismos) é o mais adequado ao seu estudo. Certos motivos podem
ter fungoes similares em diferentes proteinas e assim este tipo de informacao pode
ser importante para andlise de genomas. Bancos de nucleotideos, de proteinas e
agora de genomas completos estao disponiveis para serem analisados. A medida que
novas tecnologias de seqiienciamento sao desenvolvidas, a atualizacao nos bancos de
dados e a quantidade de “softwares” desenvolvidos, de dominio publico ou privado,

para andlises dos resultados cresce enormemente [102].

Assim, a simples representagao em um espaco tridimensional, concebido
virtualmente no computador, de estruturas macromoleculares, é uma ferramenta 1itil
para a identificacao e andlise dos sitios receptores destes complexos. O teste destes

sitios receptores com pequenas moléculas, pré-existentes ou possiveis de serem sin-
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tetizadas, pode ser realizado virtualmente em computadores através de simulacoes e
da utilizacao de computacao grafica, possibilitando uma enorme economia de tempo

de ensaios e sintese de possiveis farmacos [10].

Além das propriedades geométricas do encaixe molecular, outras pro-
priedades fisico-quimicas sdo cruciais na funcao de reconhecimento molecular, tais
como a distribuicao de cargas elétricas e a natureza hidrofébica ou hidrofilica dos
grupos quimicos envolvidos [10]. O desenvolvimento da Modelagem Molecular estd
fortemente relacionado com o extraordindrio avanco da tecnologia computacional
que tem tornado cada vez mais eficientes e acessiveis maquinas de todos os portes.
Em especial, grandes avancos foram conseguidos em computagao grafica com o de-
senvolvimento de processadores especificos para o uso grafico e programas especia-

lizados em simulacoes de imagens tridimensionais.

A Modelagem Molecular compreende pelo menos trés etapas distintas:

1. A representacao grafica tridimensional de uma estrutura conhecida ou
proposta, permitindo uma andlise detalhada de regides ou sitios de
ligacao correlacionados a atividade bioldgica e a comparacdo entre es-

truturas diferentes;

2. A simulacao de um campo de forcas (Mecanica Molecular) descrevendo
as interacoes intra- e inter-moleculares, permitindo o estudo de con-
formacoes e configuracoes de energia minima, possibilitando a previsao
das estruturas mais provaveis e o estudo estatistico dos estados confor-

macionais;

3. Simulagbes de Dinamica Molecular, podendo-se investigar a evolucao
temporal entre as varias conformacoes, incluindo-se os efeitos de tem-

peratura e pressao sobre o sistema molecular.

A utilizacao de uma ou duas destas etapas de modelagem pode ser bas-

tante 1til; entretanto a combinacao das trés etapas fornece nm método poderoso na
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andlise estrutural e dinamica das moléculas biologicas. A aplicacao destas técnicas
no estudo de estrutura e funcao de biomoléculas tem despertado um grande interesse
tanto em desenvolvimentos de pesquisas fundamentais como em aplicacoes nas areas

de Fisica, Quimica, Biologia, Ciéncia dos Materiais e Biotecnologia [21, 68].

A simulacao computacional nestes tltimos anos tem tido um papel de
suma importancia no desenvolvimento de estruturas em sistemas biomoleculares
[42; 67]. As metodologias para o procedimento de simulagdo sdo oriundas dos
principios gerais das dinamicas classica e quantica e dos principios de extremos
envolvendo grandezas fisicas. Isto dd origem aos métodos Gradientes, Dindmica
Molecular (DM), os métodos hibridos cldssico-quanticos e aos métodos Estocdsticos

(ME)[68].

Geralmente, as técnicas envolvidas nestas metodologias sao a da dina-
mica cldssica [12], usando campos de forgas devidamente parametrizados, a partir
de informacoes experimentais diversas acerca do sistema; e dos calculos quanticos
usando métodos ab-initio semi-empiricos para a determinacao dos campos de forgas

com seus parametros para a determinacao das fun¢oes potenciais a serem utilizadas

nos esquemas estocdsticos [19, 68].

Em particular, estas técnicas tém sido usadas como ferramenta na
analise de estruturas moleculares, ligacoes quimicas bem como nas interagoes mole-
culares que afetam muitos processos bioquimicos e biofisicos, tais como por exemplo
o reconhecimento molecular. Um outro exemplo sao as interacoes entre as bases dos
acidos nucleicos em DNA, que sao responsaveis pela sua estrutura e de importancia

crucial para sua funcao.

Assim, muitos de nossos conhecimentos sobre a estrutura do DNA tém
sido obtidos através de estudos em cristais de oligonucleotideos. Outras fontes de
informagdes sdo estudos de ressonancia magnética nuclear de DNA em solugao [29)].
Recentemente, as técnicas experimentais tém sido completadas por estudos tedricos

e computacionais. Isto refere-se a aplicacao de mecanica-quantica bem como aos
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métodos estatisticos. A principal idéia dos calculos quimico-quanticos é complemen-
tar os experimentos e proporcionar informacao e predi¢oes que nao sao facilmente
acessiveis por técnicas experimentais, de modo a elucidar a natureza dos processos

estudados.

Sabe-se que o DNA é um sistema desafiador para estudos quimico-
quanticos, pois necessita-se uma descricao exata das interacoes intermoleculares fra-
cas, manifestadas em ligagdes de hidrogénio bem como as interacoes de empilhamen-
to dos pares de bases [99]. Na literatura, existem muitos trabalhos abordando vérios
métodos para o estudo de ligacoes de hidrogénio e empilhamento dos pares de bases
no DNA, como por exemplo célculos ab initio [29]. De outra forma, os métodos
semi-empiricos, tais como AM1 e PM3, também sio amplamente usados para o
calculo de estruturas eletronicas, uma vez que estes sao varias ordens de magnitude

mais rapidos que os métodos ab initio [29].

Em particular, a Modelagem Molecular junto com o desenvolvimento de
métodos de simulacdo e técnicas de computagao gréfica tem permitido um avanco
em estudos relacionados a andlise e compreensao dos processos biolégicos. Um
exemplo é o estudo do mecanismo envolvido na formagao de ligacoes de hidrogénio
entre as bases (Adenina (A), Timina (T), Guanina (G) e Citosina (C)) no DNA, e
a diversidade de modelos existentes resultante da interacao entre estas bases, bem

como as interagoes de ligacoes de hidrogénio em RNAs [10] .

As ligagoes de hidrogeénio sao a “chave” para muitos fendmenos quimicos,
incluindo a formacdo e a estabilizacao de estruturas secundarias, a flexibilidade
e estabilidade de proteinas, reconhecimento molecular e reacoes enzimaticas que
envolvem transferéncia de prétons [43]. Também, as ligacoes de hidrogénio entre
as bases no DNA contribuem para a estabilidade da dupla hélice e proporcionam a
especificidade para a transferéncia de informacao genética. Entretanto, a geometria
do par de bases também ¢ um fator que influi nesta estabilidade [45]. No DNA
encontramos somente dois pares de bases na estrutura padrao proposta por Watson

e Crick [24]: Adenina com Timina (A,T) e Guanina com Citosina (G,C).
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Mas, do crescente numero de estudos sobre as estruturas das bases em
DNA [4], sabe-se que além do modelo padrao proposto por Watson e Crick, que
nos da as formas complementares necessarias para permitir uma formacao eficiente
de ligacoes de hidrogenio, existem muitas outras estruturas, em que a relacao es-
pacial das bases nitrogenadas é diferente daquela encontrada no modelo padrao,
mas satisfazem a evidéncia quimica relacionada a ligacao de uma simples cadeia de

nucleotideos (tem estrutura com as bases perpendicular ao eixo da hélice) [24].

Desta forma, o método cldssico do pareamento de bases de Watson e
Crick é somente um dos varios tipos de pareamento existentes. Considerando que as
ligacoes de hidrogénio entre as bases nao podem ocorrer entre o N9-H das purinas
(G,A) e o N1-H das pirimidinas (T,C), existem 29 diferentes hetero e homopares de
bases, 28 deles descritos por Donohue [24] e o iltimo descrito por Poltev e Shulypina
[45, 77, 76]. Para estes diferentes modelos de estruturas propostos na literatura,
existe um numero significativo de trabalhos que abordam vérias técnicas para a

andlise de propriedades e aspectos relacionados a formagao dos pares de bases [17,

25, 38, 45, 73).

Dentre estes, cabe citar uma das primeiras pesquisas que foi realizada
por Donohue [24]; que investiga as estruturas dos pares de bases geometricamente
aceitaveis em polinucleotideos. Donohue desenvolveu um estudo sistemético, cuja
idéia era investigar a possibilidade de formacgao de outras estruturas no processo
de ligagoes de hidrogénio entre as bases (A,T,G e C), com uma relacio espacial
diferente daquela proposta no modelo padrao de Watson e Crick. Os resultados
obtidos mostraram vinte e quatro modelos de pareamento possiveis entre as bases.
Entretanto persistem duavidas se todos sido significativos na natureza. Donohue
estabeleceu que a formacao das ligacoes de hidrogénio nos modelos de pares de bases
adicionais pode conferir um grau de estabilidade extra na estrutura do modelo de

Watson e Crick e que os polinucleotideos podem assumir outras estruturas de dupla

cadeia, além daquela proposta por Watson e Crick.
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Contribuicoes importantes na caracterizacao das estruturas dos pares
de bases foram obtidas por Sponer et al. [91] com o estudo das propriedades (geome-
tria mais favoravel, energias de interacao, entalpias e momentos dipolos) das ligacdes
de hidrogénio entre os pares de bases de DNA. De acordo com os resultados obtidos,
segundo os autores, as energias das estruturas dos pares de bases nao sao deter-
minadas somente pelas ligacoes de hidrogénio, mas também sido influenciadas pela
polaridade dos monémeros e por uma ampla variedade de interacoes eletrostaticas
secunddrias, que envolvem também os atomos de hidrogénio ligados a atomos de
carbono do anel aromético. Portanto, a estabilidade das ligacoes de hidrogénio nos
pares de bases é um resultado de muitas contribuicoes que sao acopladas e compen-

sadas mutuamente e ndo podem ser completamente separadas [83].

Hobza e Sandorfy [45] investigaram teoricamente (usando cdlculos ab
initio) a estrutura e a energia de estabilizagao das ligacbes de hidrogénio dos 29
diferentes pares de bases formados por A, T,G e C. Eles verificaram, em seus re-
sultados, que a energia de dispersao representa para todos os pares de bases uma
contribui¢cao importante da energia de estabilizacao. Ainda, segundo os autores,
dos 29 diferentes pares de bases estudados, o par G-C (guanina-citosina) com trés
ligacoes de hidrogénio é o mais estdvel, o par G-G (guanina-guanina) com somente
duas ligacoes de hidrogénio é comparavelmente estavel. Além disso, diferentes pares
com os mesmos tipos de ligagoes de hidrogénio (que sdo quase lineares) podem diferir

consideravelmente em estabilidade.

Estes fatores sugerem que nem o nimero de ligacdes de hidrogénio, nem
a linearidade, sao unicamente responsaveis para a estabilidade dos pares de bases; é
impossivel explicar este fato usando somente os dtomos que formam as ligacoes de
hidrogénio; todos os dtomos de ambos subsistemas devem ser considerados. Ainda
concluiram [45] que os heteropares sao mais estdveis que os homopares com pares
de bases complementares. Os homopares, por outro lado, sdo mais estaveis que os

heteropares com os pares de bases nao complementares e a formacao dos quatro
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modelos de pares de bases entre A e T é igualmente provavel, mesmo se a entropia

¢ considerada [73].

Estudos realizados por Nir et al. [73], investigando os detalhes da es-
trutura quimica do DNA, através da técnica de laser, forneceram evidéncias do
mecanismo envolvido no processo de ligacdes de hidrogénio entre as bases do DNA.
Além dos varios estudos sobre a estrutura e funcao do DNA, estes autores investi-
garam se o caminho especifico da ligacao de hidrogénio entre as bases é caracteristico
da estrutura das préprias bases ou devido a influéncias externas. Eles usaram pul-
sos laser de 10 nm a 1062 nm para vaporizar guanina e citosina como moléculas
simples, formando pares de bases isolados e analisaram as ligagoes de hidrogénio
usando a técnica de espectroscopia. Quando as bases isoladas foram resfriadas, for-
maram pares de bases guanina e citosina em um caminho especifico, o que significa

que o pareamento entre as bases é mais provavel devido a estrutura quimica que a

influéncias externas.

Num trabalho posterior, Gonzalez et al. [38] utilizaram o método de
Monte Carlo para simular a hidratacao de moléculas separadas e de ligacoes de
hidrogénio dos quatro modelos possiveis de pares de bases entre Adenina e Timina.
Para os calculos das caracteristicas energéticas, estes autores encontraram um de-
créscimo no valor absoluto da energia de hidratacao das bases separadas e concluiram
que a hidratacao de um par de bases é menos favoravel que das bases separadas. Este
decréscimo, segundo os autores, ¢ maior que a energia de interacao das bases; por
isso os pares de bases nao se formam espontaneamente em quantidades considerdveis

em solugao aquosa (e meio intracelular).

Da mesma forma, reconhece-se a importancia das ligacoes de hidrogénio
através do estudo realizado por Hobza e colaboradores [46]. Estes avaliaram as ca-
racteristicas termodindmicas para a formacgao de ligacdes de hidrogénio em pares
de bases no DNA, em fase gasosa usando dados ab initio (geometrias e freqiiéncias
vibracionais de bases e pares e energias de estabilizagdo de pares). Segundo os

autores, as energias de estabilizacao para varios pares de bases no DNA diferem
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consideravelmente (mais de 200%), uma vez que os termos entrépicos sao mais uni-
formes e variam menos que 40%. Ainda destacam que para varias estruturas de
um par de bases, a entropia é quase constante (por exemplo para os 4 modelos de
pares de bases entre A e T). Concluiram ainda que apesar disto, a inclusao do termo
entrépico produz algumas mudancas na ordem da estabilidade dos pares de bases.
A mudanca mais importante é em relacao aos dois pares mais estaveis, GCWC e
GG1, onde o par GG1 apresentou ligeiro acréscimo na energia de estabilizacdo em
relacao ao GCWC. A conclusao sobre a preferéncia do par GG1 é surpreendente e

contradiz a visao tradicional da estabilidade no DNA.

Além de estudos sobre as caracteristicas energéticas em modelos de
pares de bases, sao de grande importancia os que abordam aspectos geométricos
sobre as estruturas dos acidos nucleicos, os quais propiciam a interpretacao da com-
plexidade existente nas configuracoes tridimensionais destas estruturas. Um nimero
significativo de trabalhos tem sido publicado para enfatizar estas caracteristicas; e-
xemplos podem ser encontrados nos artigos de Babcok [6] e [5] e colaboradores, onde
sao apresentados os parametros matemaéaticos que descrevem as relacoes espaciais en-

tre as estruturas dos acidos nucleicos: empilhamento e pareamento de bases.

Outro trabalho que integra nao sé a andlise das interacoes entre as
bases dos acidos nucleicos, mas também os efeitos e as influéncias que resultam da
determinacao do ponto pivé em relacdo ao par de bases, é habilmente apresentado
por Gendron et al. [37]. Segundo os autores, o pivé é o ponto relativo ao sistema de
coordenadas do par sobre o qual a base rotaciona. Neste artigo os autores indicam
que muitas das dependéncias discutidas na literatura sao resultado das influéncias
entre os métodos matematicos e a escolha do sistema de origem e eixo relacionado
ao par. Esta influéncia é significativamente evidenciada se os pontos pivds nao sao
mantidos rigorosamente uniformes, quando os cédlculos de todos os parametros de
uma classe particular sao realizados; como por exemplo, em cédlculos dos angulos e

distancias relacionando bases complementares.
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Com esta hipotese, os referidos autores reforcam que a determinacao do
ponto pivé associado a geometria do par possibilita modelar os movimentos fisicos
das bases, bem como a habilidade para analisar comparavelmente as estruturas que

envolvem as relacoes dos pares de bases, sejam eles Watson e Crick, Hoogsteen, etc.

Trabalhos semelhantes, que abordam conceitos mateméaticos basicos
para a andlise tridimensional das estruturas de DNA, sdo apresentados por Suzuki et
al. [96]. Estes indicam a necessidade de um ponto de referéncia comum para descre-
ver o0 mecanismo dos arranjos tridimensionais de bases e seus pares em estruturas de
acidos nucleicos. Para tal sao definidos os comprimentos virtuais entre os carbonos
1" das respectivas bases por dgyr...cpr € 0s angulos virtuais entre o N9 — cr..ct
da purina e N1 — C1'...C1" da pirimidina dados por A. Através de experimentos
realizados, estes autores afirmaram que a localizacao da origem do sistema de re-
feréncia em relacao ao par ¢é significativamente dependente do comprimento do par
idealizado, ou seja, a distancia entre os dtomos C'1” de cada base do par estabelecido

e o pivotamento destas complementares, A, no plano do par determinado.

Os resultados apresentados por estes autores evidenciam pequenas varia-
¢oes no comprimento das ligacoes de hidrogénio na estrutura do par analisado. Se-
gundo estes, as variacoes sao devido as pequenas deformagoes impostas na geometria
do par para que este se ajuste ao modelo padrao do par de bases assumido. O sis-
tema de coordenadas determinado é baseado no par padrao de Watson e Crick. Eles
também enfatizam que pequenas mudancas impostas nas configuraces das estru-
turas tém pouca influéncia relativa no modelo do par de bases padrao. Por exemplo,
o aumento de A de 54.5° para 55.50 afeta a distdncia dp ..., em apenas 0.1 A,
atribuindo um desvio nos comprimentos das ligacdes de hidrogénio por menos de
0.05 A. Portanto, é preciso uma escolha cuidadosa do sistema de referéncia para

cada modelo de par.

Modelos de ligacoes de hidrogénio também sao de suma importancia,
principalmente em estruturas de RNAs [70, 69]. Dada a sua importancia, a in-

vestigacao na formacao dos pares de bases tém sido exaustivamente estudada para
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mostrar a diversidade de modelos de pareamentos com énfase particular, sobre os
tipos nio-candnicos e uma nomenclatura sistemética tem sido proposta [3, 57]. Do
ponto de vista dos modeladores, as relacoes espaciais definidas por tais interacoes
de ligacoes de hidrogénio podem ser usadas para definir a pesquisa do espago con-
formacional ( exploracao dos arranjos espaciais (formas) energeticamente favoravel

de uma molécula (conformagdes)) em RNA.

O trabalho proposto por Lemieux e Major [57] aborda o estudo de
identificacdo objetiva e sistemdatica de pares de bases canonicos e ndo-candnicos
em estruturas tridimensionais de RNAs. Com uma aproximacado probabilistica e a
implementacao computacional que detecta e analisa todos os tipos de pares contidos
em estruturas tridimensionais de RNAs, estes autores utilizaram um algoritmo para
distinguir objetivamente todos os tipos de pareamentos de bases canonicos e nio-
canonicos formados por trés, duas e uma ligacao de hidrogénio, bem como modelos

de pares com ligacoes bifurcadas.

O reconhecimento da importancia das ligacdes de hidrogénio e sua ex-
tensiva ocorréncia em macromoléculas bioldgicas aparece também no trabalho de
Lindauer e colaboradores [59]. Estes criaram o programa HBezplore, uma ferramen-
ta para identificar e analisar os padroes de ligacdes de hidrogénio em macromoléculas
biolégicas. Este programa possibilita a selecao de todos os potenciais de ligacoes de
hidrogénio de acordo com um critério geométrico. Deste modo, contribui para a elu-
cidacao de principios gerais sobre a arquitetura de macromoléculas biolégicas e para
a predicao e refinamento de estruturas individuais. Os autores reforcam ainda que
os resultados obtidos em HBexplore dependem da qualidade da estrutura de dados e
da selecao do critério geométrico apropriado. Este programa pode ainda contribuir
para o aperfeicoamento das ligacoes de hidrogénio nos modelos construidos durante

a determinacao de estruturas experimentais.

Ainda enfatizando a importancia da geometria em ligacoes de hidroge-
nio e pares de bases, Fabiola e colaboradores [31] desenvolveram uma fungio de-

pendente da direcao da ligacdo e um critério de selecao apropriado para o aper-
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feicoamento em refinamento cristalografico. Neste sentido, os potenciais de ligacoes
de hidrogénio, calibrado neste caminho pelos dados de cristalografia de proteinas,
podem ser otimizados para o envolvimento com proteinas e, entao, ser usado para
melhor descrever as ligagdes em simulagoes moleculares ou refinamento de outras
proteinas. Entretanto, segundo os autores, o aperfeicoamento é efetivo somente

quando se usa um critério severo na verificacao da ligacao.

Apos essa breve descricao de trabalhos encontrados na literatura, pode-
mos inferir que existe uma grande quantidade de trabalhos sobre as caracteristicas
energéticas e estruturais das ligacoes de hidrogénio dos varios modelos de pares de
bases do DNA e RNA. Contudo, nao se tem conhecimento de estudos numéricos que
abordem aspectos quantitativos da probabilidade de formacao para a variedade de
modelos de pares existentes, considerando simultaneamente critérios geométrico e
energético. Apesar de aqui realizar-se calculos de otimizacao para os pares de bases,
sabe-se que estudos que abordem este tépico sao experimental e teoricamente bem
conhecidos na literatura e portanto, nao é o foco principal deste trabalho. Identi-
ficar a probabilidade de formacao de cada par de bases em uma determinada classe
de modelos através de critérios geométrico e energético é o principal interesse deste
trabalho. Trata-se, portanto, de um tema original e com um amplo potencial de

interesse aplicado.

A importancia em analisar os processos de formacao de pares de bases
bem como a diversidade de modelos existentes, considerando os principios citados, é
fundamental, pois através destes pode-se prever quais modelos tendem a ocorrer em
maior quantidade e os que sdo menos previsiveis, obter regras preditivas na formacao
particular destes modelos, entender os aspectos relacionados a imperfeicoes nestes

pares e suas conseqiiéncias nos sistemas biolégicos [100].

Outro aspecto relevante é que, uma vez que os acidos nucleicos cons-
tituem o material genético, admite-se que porgoes sucessivas destas moléculas sejam
diferentes e, portanto, contenham diferentes partes de informacao. A diferenciacao

na cadeia nao pode ser devido a pentose ou ao fosfato, uma vez que cada um deles
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estd presente em todos os nucleotideos. Portanto, todas as diferencas na informacao
genética ao longo do comprimento da cadeia de polinucleotideos, devem ser devidas
as bases organicas A, T,G e C presentes. Deste modo, o contetido de informacao de

um dcido nucleico estd nas suas bases organicas [43].

Adicionalmente, a determinacao da ocorréncia (maior freqiiéncia) de
um determinado modelo de par de bases, frente aos varios tipos possiveis exis-
tentes, pode ser importante se correlacionadas com seu freqiiente aparecimento em
determinadas posicoes na dupla-hélice. Ou seja, as distor¢oes locais observadas na
dupla-hélice poderao estar relacionadas com o nimero (freqiiéncia) e o tipo de parea-
mento (conformagoes) que sdo geométrica e energeticamente mais acessiveis dentre
08 possiveis pareamentos existentes. Assim, devido a variedade estrutural existente
entre os modelos de ligacoes com pares de bases, um estudo dos que apresentam
maior freqiiéncia pode auxiliar na identificacao dos modelos que sao reconhecidos

em processos associados a mutageénese.

Ainda destaca-se que a analise da probabilidade da ocorréncia de cada
modelo em uma determinada classe de par de bases (AT, AA, TT, GC, GG, CC) é
importante para obter dados sobre quais modelos apresentam maior probabilidade
e que tipo de estrutura contribui para a sua formacgao. Pois, uma vez sabendo-se
o tipo de modelo que contribui para a elevada probabilidade de formacao do par,
sabe-se quais sitios (dtomos) propiciam as ligagoes, bem como os tipos de ligacoes de
hidrogénio envolvidos no modelo. Como uma aplicacao pratica deste tipo de estudo,
pode-se destacar a andlise de regioes com uma composicao particular de seqiiéncias
repetitivas de bases, como regioes de introns. Por exemplo, num estudo particular de
seqiiéncias de pares de bases ricas em G e C [52], analisar quais tipos de estruturas
tem a maior probabilidade de ocorréncia, uma vez que, para interacoes entre G e C

existem trés modelos diferentes.

Outro exemplo de aplicacao pratica do estudo da probabilidade de for-
magao destes modelos é em regides com grandes repeticoes de dimeros idénticos [23]

3

em seqliéncias codificadoras e nao-codificadoras em DNA.
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Neste sentido, o presente trabalho objetiva, por intermédio de simu-
lacao computacional via Método de Monte Carlo, avaliar os processos de formacao
de ligagdes de hidrogénio entre as bases bioldgicas Adenina, Timina, Guanina e
Citosina, bem como investigar dentre todos os possiveis modelos de pares de bases
existentes, a probabilidade de formacao associada a cada modelo, considerando os
critérios citados anteriormente. A simulacao aqui proposta permitird, dentro das
limitacoes do presente modelo, isto ¢, bidimensional e sem a consideracao explicita
das moléculas de solvente (dgua), a previsao da probabilidade de ocorréncia das
estruturas para cada modelo de uma determinada classe de par de bases, através do
estudo estocdstico, a identificacdo de estruturas que envolvem diferentes modos de
pareamento de bases biolégicas, contribuindo para uma maior compreensao da base
molecular quimica. Em suma, ¢ importante investigar as ligacoes de hidrogénio entre
as bases heterociclicas (pirimidinas e purinas), pois elas sio o fundamento da estru-

tura e correspondem a interacoes que ocorrem durante os processos de translocacao,

transcrigao e replicagdo do DNA [79].
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1.1 Objetrivos gerais e especificos

O objetivo do presente trabalho é investigar o processo de formagao de
uma estrutura resultante da associacao de duas subunidades, ou seja, as bases bio-
l6gicas Adenina, Timina, Guanina e Citosina, considerando os critérios geométrico e
energético. Deste modo, abrange o estudo probabilistico dos aspectos quantitativos
e qualitativos, nos processos de formacao da variedade de pares de bases bioldgicas

existentes, considerando os critérios citados anteriormente.

Neste sentido, o algoritmo desenvolvido e implementado, aqui usan-
do a técnica de Monte Carlo, apresenta uma versao mais eficiente em relacao aos

apresentados por Netz ¢ Samios [72] em 1992 e Inda e Samios [49] em 1995.

Em virtude da complexidade inerente ao sistema quimico analisado, o
modelo computacional desenvolvido apresenta algumas simplificacoes: as bases bio-
l6gicas sao modeladas em espaco bidimensional e ndo hd consideracao das moléculas
do solvente. O estudo do pareamento de bases adicionais em DNA pode contribuir
nao somente para o acréscimo da capacidade em armazenar informacao, mas também

para a replicacdo do DNA contendo novos grupos funcionais.

Mais especificamente, este trabalho busca investigar as seguintes questoes:

e a compreensao dos mecanismos envolvidos no processo de formacao de

ligacoes de hidrogénio entre os pares de bases;

a andlise da previsibilidade dos possiveis tipos de pareamentos de bases

existentes em regioes especificas;

a estimativa da freqiiéncia de ocorréncia de diversos pares (possiveis)

entre as bases através da acessibilidade geométrica;

a analise quantitativa nos processos de formacao dos varios modelos de

pares de bases utilizando inicialmente o critério geométrico;
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e 2 habilidade para analisar a quantidade de cada uma das estruturas nas
relacoes dos pares de bases, sejam eles de Watson e Crick, Hoogsteen,

ete;

e 0 estudo probabilistico da andlise quantitativa na formacao dos varios
modelos de pares de bases, considerando simultaneamente critérios geo-

métricos e energéticos.

Neste sentido, as principais tarefas a serem desenvolvidas referem-se
ao desenvolvimento e a implementacao numérica do algoritmo para a simulacao do
processo estocdstico do sistema estudado, bem como a execucao do mesmo para o
conjunto de experimentos estabelecidos para a andlise do sistema proposto. A seguir

apresenta-se uma revisao bibliografica direcionada ao tema da tese.
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2 UMA BREVE INTRODUCAO A
BIOLOGIA MOLECULAR

Neste capitulo, é feita uma pequena revisao de tépicos fundamentais
sobre a quimica de compostos biologicos. Discute-se a relevancia dos compostos
organicos em sistemas bioldgicos e apresenta-se uma abordagem especifica sobre o

tema tratado neste trabalho.

Ao conjunto de todos os genes existentes em qualquer organismo - hu-
mano ou ndo, denomina-se Genoma, uma vez que este contém a informacao para
todas as estruturas e atividades celulares durante todo o tempo de vida das células
e dos organismos. Encontrado em todo nicleo de cada célula (trilhoes de células
no homem), o genoma consiste numa cadeia de cido desoxirribonucleico (DNA),
associado a moléculas de proteinas e organizado na forma de uma estrutura denomi-
nada cromossoma. Para cada organismo, desde uma simples bactéria até o complexo
genoma humano [32], os componentes desta cadeia contém a informagao necesséria

para a construcao e manutencao da vida. Entender como o DNA desempenha este

papel requer conhecimento de sua estrutura e de sua organizacao [60, 102].

Assim, destaca-se como uma das principais realizacoes da ciéncia, no
século XX, a descoberta da dupla hélice do DNA, feita por Watson e Crick em 1953
[104]. Gragas ao trabalho destes dois cientistas, e também as importantes pesquisas
que antecederam as suas descobertas, sabemos hoje que o DNA (écido desoxirribonu-
cleico) é a molécula que contém todas as informagoes necessdrias para a formagao das
cadeias polipeptidicas, a estrutura primaria das proteinas. Sabemos, também, que
os genes, os “fatores” hereditdrios abstratos, primeiramente descritos por Mendel

[39], sdo segmentos de DNA e, portanto, formados por pares de nucleotideos.

3

Antes de falarmos sobre a estrutura em dupla hélice do DNA e de sua
importancia na transmissao das caracteristicas hereditarias, vamos apresentar um

pequeno histérico das descobertas que antecederam e, de certa maneira, permitiram,
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aquelas de Watson e Crick. O DNA foi descoberto por Friedrich Miescher [39],
em 1869. Jd em 1944, Avery, McLeod e McCarty [39] propuseram que o DNA
contem as fungoes principais e transmite as informacoes génicas; isto significa que
ele serve de molde para a sintese de RNAs e alguns destes serao traduzidos em
proteinas correspondentes. Estas fungoes foram comprovadas por Hershey em 1953.
Baseado neste conjunto de informagodes, em 1953 Watson e Crick publicaram suas
conclusdes sobre a investigacao da estrutura quimica da molécula de DNA [74, 104].
Esse modelo explicava as regularidades da composicao das bases, especialmente sua
duplicacao na célula. O mérito do modelo proposto é que, a partir dele, tornou-se

possivel explicar as propriedades (quimicas e fisicas) do DNA e também a capacidade

de autoduplicacao do material genético.

O DNA é um componente dos dcidos nucleicos. Junto com o RNA
(4cido ribonucleico), estas duas moléculas sdo as maiores e mais importantes molécu-
las orgénicas e sao encontradas em toda e qualquer forma de vida, desde um pequeno
virus ou mesmo uma bactéria, até as mais especializadas formas de vida como os
vegetais e os animais. Eles foram observados pela primeira vez no nicleo da célula,
o que determinou seus nomes. Apds pesquisas, descobriu-se que os dcidos nucleicos
sao encontrados também em outras partes da célula fora o nicleo [26, 74, 75]. O
DNA é considerado a molécula fundamental da maioria dos seres vivos. B ele que
contém todas as informacoes genéticas de cada individuo, e que tem a capacidade de
transmiti-las a sua descendéncia. O RNA é uma molécula intermedidria na sintese de
proteinas; faz a intermediacao entre o DNA e as proteinas. As principais diferencas
entre 0 RNA e o DNA sio sutis, mas essas diferencas fazem com que o DNA seja

malis estavel.

Em suma, a principal importancia dos acidos nucleicos para os seres
vivos corresponde ao fato de que eles comandam todo o funcionamento das células e
do organismo, pois formam os genes onde estdo codificadas as instrucoes que serdo

utilizadas na sintese de proteina [39].
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2.1 Estrutura do DNA e do RNA

Ap6s ficar claro o papel central do DNA na hereditariedade, muitos
cientistas comecaram a determinar sua estrutura. [39]. Embora a estrutura do DNA
nao fosse conhecida, os blocos constituintes do DNA jd eram conhecidos ha muitos
anos. Sabia-se que o DNA era formado por apenas quatro moléculas fundamentais
chamadas nucleotideos, que sdo as unidades estruturais dos acidos nucleicos [30].
Estes eram formados por trés unidades bdsicas: uma base organica nitrogenada
ligada ao carbono 1 de uma pentose (acicar de 5 carbonos), que por sua vez se liga,

pelo carbono 5, a um grupo fosfato, como se verifica na figura 2.1.
MNH >
N ===
¢ f)\
=
N N H

Figura 2.1: Estrutura do Nucleotideo

O actcar era uma pentose, com sua estrutura formada por cinco dtomos
de carbono, sendo numerados em ordem, e denotados por um nimero seguido de
uma marca (’). O carbono de nimero 1, denotado por 1’ como o primeiro carbono da
molécula da direita para a esquerda. Num movimento circular, no sentido horario,
tem-se os carbonos 1’, 2, 3’, 4’ e 5’, caracterizando assim todos os carbonos da

molécula do acucar, como pode ser verificado na figura 2.2.

Como na seqiiéncia de nucleotideos o acicar presente tem um atomo
de hidrogénio no carbono 2’, tem-se assim um atomo de oxigénio “em falta”junto

a este carbono e, por isso, denomina-se o acicar de desoxirribose. O fosfato pode
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ligar-se ao acucar na forma de um, dois, ou trés grupos fosfato e o nucleotideo

denominar-se-a4 mono, di e trifosfato, respectivamente.

HOCH, 0

4

Figura 2.2: Estrutura da Desoxirribose

A base nitrogenada se liga a molécula de acucar pelo carbono 17 e o
fosfato ao carbono 5’. Esta é a estrutura denominada de nucleotideo, como mostrado
na figura 2.1. Os nucleotideos sdo as unidades bésicas dos 4cidos nucleicos. Os
quatro nucleotideos encontrados no DNA sao combinacoes de Adenina, Guanina,

Citosina, ou Timina com desoxirribose e fosfato [94].

As bases nitrogenadas sao compostos organicos heterociclicos de car-
bono, nitrogénio, hidrogénio e, em alguns casos, oxigénio. A Adenina e a Guanina,
por terem estruturas similares, formadas por 2 anéis conjugados, um anel de piri-
midina ligado a um anel pentagonal (chamado anel imidazol), foram denominadas
de purinas; a Citosina e a Timina, formadas por um anel com estrutura hexagonal,
foram denominadas de pirimidinas. As quatro bases nitrogenadas, por apresentarem
nomes de certa maneira complexos, como vistos acima, sao referidos normalmente
pelas iniciais de suas bases: A (Adenina), C (Citosina), G (Guanina) e T (Timi-
na). Pela composi¢ao dos dtomos, as bases sao rigidas e seus dtomos se encontram

aproximadamente no plano [43].

Apesar das bases possuirem dois tamanhos; onde as pirimidinas (T,C)
sdo menores que as purinas (G,A), como podemos verificar nas figuras 2.3 e 2.4,
os pares de bases A...T ¢ G...C tém aproximadamente o mesmo tamanho [105].

Dessa maneira, os dois pares ocupam o mesmo espaco, permitindo uma dimensao
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04

.1...00

Figura 2.3: Par de bases: Adenina e Timina

O
N1

N2

Figura 2.4: Par de bases: Guanina e Citosina

uniforme ao longo da molécula de DNA. Assim, nio existe nenhuma restricao quanto

a seqiiéncia de nucleotideos ao longo do DNA [105].

Watson e Crick [104] trabalharam com difra¢ao de raios X da estrutura
de DNA, o qual pode ser resumido da seguinte maneira: os raios X sdo disparados
sobre as fibras de DNA e a difusdo dos raios pelas fibras é observada em filmes
fotograficos. Quando os raios passam pelas fibras eles produzem pontos nos filmes
fotogréficos; esses pontos podem ser interpretados como angulos de difusio, que

nos informam a posicao de cada atomo ou conjuntos de dtomos na molécula de
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DNA. Estes primeiros dados sugeriam que a molécula de DNA seria longa e fina,
composta por dois filamentos paralelos e ligados um ao outro, e que seria uma

molécula helicoidal.

Outros dados utilizados por Watson e Crick vieram do trabalho de Er-
win Chargaff [103], que determinou, a partir do DNA de muitos organismos, que
a quantidade total de nucleotideos pirimidicos (T+C) ¢é sempre igual a quantidade
dos piricos (A+G). Com todas estas informagoes, Watson e Crick deduziram uma
estrutura tridimensional para a molécula de DNA. Esta estrutura seria a de uma
dupla hélice enrolada ao longo de um mesmo eixo com sentido rotacional a direita,

onde cada hélice é uma cadeia de nucleotideos, mantidos juntos por ligacoes fos-

fodiéster (um grupamento fosfato formando uma ligagao com os grupamentos OH)

[40].

A seqiiéncia de bases puricas e pirimidicas na molécula de DNA consti-
tui o cbédigo genético, enquanto os grupos pentoses fornecem a estrutura de susten-
tacdo da molécula. Ainda com base nestes estudos, concluiu-se que na dupla hélice
as duas fitas de DNA (nucleotideos) estao em dire¢oes opostas; isto significa que
sao anti-paralelas. Diz-se, portanto, que elas tém polaridade inversa. Com base na
estrutura de dupla hélice e nas caracteristicas de hidrofobicidade das moléculas, a

estrutura do DNA fica da seguinte forma, conforme mostra a figura 2.5 onde:

1. Duas cadeias de polinucleotideos orientadas em sentidos opostos se en-

rolam em torno de um eixo comum para formar uma hélice dupla.

2. As bases purinas e pirimidinas encontram-se no interior da hélice, en-
quanto os fosfatos e as unidades de desoxirriboses estao no exterior da

hélice.

3. A Adenina (A) liga-se & Timina (T) e a Guanina (G) a Citosina (C).
Os pares A-T sao unidos por duas ligacoes de hidrogénio, e os pares

G-C por trés destas ligacoes.



Tese de doutorado, Capitulo 2 - Revisao bibliografica 23

“Esqueleto” de aglcar
e fosfato

C}.itumni O

Hidrogénio xigénio  Carbono das bases Fosforo

Figura 2.5: Estrutura da dupla-hélice [39]

O pareamento (ligacdo) das bases de cada fita se d4 de maneira pa-
dronizada, sempre uma purina com uma pirimidina, ou mais especificamente: Ade-
nina com Timina e Citosina com Guanina; portanto, é preciso respeitar uma certa
afinidade molecular. Essas caracteristicas de pareamento explicam o fato que, em
qualquer seqiiéncia de DNA, a relagdo molar entre A/T é igual a 1.0, 0 mesmo
ocorrendo com a relagdo G/C, embora as concentracoes molares entre A...T e G...C
variem com a seqiiéncia de DNA analisada. Essa caracteristica de pareamento tem
grande significancia fisioldgica e, devido a ela, as duas fitas de DNA sio ditas com-

plementares [105].

As cadeias complementares da dupla hélice tém polaridade invertida,
antiparalelas: num filamento estd no sentido 5’-3’, ja o outro progride no sentido 3’-5’.
Na cadeia de DNA os nucleotideos possuem a mesma orientacao, estando o carbono

5’ da cadeia da pentose, um grupo fosfato e, na extremidade 3’, um grupo hidroxila

81].
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Portanto, a ligacao entre Guanina e Citosina é mais forte que a existente
entre a Adenina e Timina [45]. As liga¢oes ocorrem entre dtomos de hidrogénio com
uma pequena carga positiva e a&tomos aceptores com uma pequena carga negativa.
Desta maneira, o nitrogénio da base tende a atrair para si os elétrons (carga negativa)
que participam da ligacao N-H, tornando o hidrogénio do grupamento N —Hs da base
nitrogenada levemente positivo. Por outro lado, o oxigénio da base complementar
possui seis elétrons que formam uma nuvem em volta daquele dtomo, tornando-o

levemente negativo [14].

Assim, conclui-se que as pontes de hidrogénio sao determinadas pela
presenca de grupos contendo um hidrogénio ligado a um elemento fortemente eletrone-
gativo, por exemplo, O-H, N-H. O hidrogénio ligado a este tipo de dtomo interage
fortemente com atomos também fortemente eletronegativos presentes na mesma ou
em outra molécula. Deste modo, a ligacao de hidrogénio é a interacao entre dois
atomos por “intermédio”do hidrogénio. O atomo “de onde”a ligacdo provém ¢é de-

nominado doador e o que “aceita’a ligagao, aceptor [56, 75].

Uma caracteristica importante das pontes de hidrogénio é o seu cardter
profundamente direcional, ou seja, a ponte de hidrogénio é mais forte se os dtomos
participantes estiverem “frente a frente”nas orientacoes ideais [71]. A presenca de
ligacbes de hidrogénio pode ser identificada com facilidade a partir do momento que
analisamos a estrutura quimica de uma substancia. Se os atomos doador e aceptor
da ligacdo de hidrogénio estiverem em moléculas diferentes, forma-se uma ponte
intermolecular. Se, ao contrario, os atomos fortemente eletronegativos estiverem
presentes na mesma molécula, a ligacao é intramolecular e nao terd o mesmo efeito

de interagao que a intermolecular [71].

As ligacoes de hidrogénio sao muito fracas quando comparadas com
outros tipos de ligacoes quimicas; mas esta caracteristica, entretanto, ¢ de suma
importancia para as fun¢bes do DNA relacionadas a hereditariedade. Se as ligacoes
de hidrogénio nao fossem do tipo fracas, a dupla hélice nao teria tendéncia a ruptura,

o que dificultaria o DNA de passar para as sucessivas geracoes, além de comprometer
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todos os outros processos relacionados a divisao celular e a formacao das proteinas.
Sendo mais fracas que as ligacoes covalentes, elas sdo contudo as interacoes mais

significantes na flexibilidade e estabilizacdo das moléculas de DNA ¢ RNA [98].

Além da ponte de hidrogénio, outras forcas agem em conjunto para es-
tabilizar a estrutura da dupla hélice do DNA. E fundamental que essas forgas sejam
fortes o suficiente para manterem sua integridade, mas devem permitir uma flexi-
bilidade conformacional, que é essencial para sua atividade [79]. Além das ligagdes
covalentes, que unem os atomos nas colunas, outras for¢cas mais fracas atuam no
DNA. Efeitos hidrofébicos (moléculas ou grupos funcionais de moléculas que sao
pobremente soliveis em dgua) estabilizam o pareamento - os anéis purinicos e piri-
midicos das bases sao forcados para o interior da dupla-hélice, por coesao interna de
moléculas de dgua, e os sitios hidrofilicos (relativo & molécula ou grupo de moléculas
que facilmente se associam a dgua) das bases ficam expostos ao solvente nas cavi-
dades. A forca das ligacoes entre as fitas complementares depende também das bases
vizinhas mais préximas. Os vizinhos mais préximos sao as bases que formam cada fi-
ta. No DNA natural, por exemplo, existe regioes ricas em “string”de A, que se ligam
a “string”de T da fita complementar. Por exemplo, 5" AAAAAA3 3 TTTTTT 5
Esses locais favorecem estruturas geometricamente diferenciadas das demais regioes
da molécula, por exemplo, formagao de cunhas (DNA Bent), que podem alterar
a probabilidade de ligacao entre os pares. O empilhamento das bases no interi-
or da hélice permite o estabelecimento de forcas de Van der Walls entre os anéis
aromaticos das bases adjacentes que sao fracas, mas aditivas na manutencao da es-
trutura. A ligacao fosfodiéster, como apresentada na figura 2.6, une a hidroxila 5’
da desoxirribose a hidroxila 3* de um desoxirribonucleotideo adjacente, para formar

uma estrutura repetida.

A dupla hélice corresponde muito bem aos dados de raios X e também
aos dados de Chargaff [39]. Analisando os modelos destas estruturas, Watson e
Crick concluiram que o raio observado na dupla-hélice (conhecido pelos dados de

raios X) seriam explicados se uma base purinica sempre se parear (por pontes de
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hidrogénio) com uma base pirimidinica. Tal pareamento contribuiria para a regu-
laridade (A4+G)=(T+C) observada por Chargaff [101], mas previa quatro possiveis
pareamentos: T...A, T...G, C...A e C...G. Os dados de Chargaff, entretanto, indi-
cavam que T sé se pareia com A, e C s6 com G. Watson e Crick mostraram que

apenas estes dois pareamentos tinham a complementaridade tipo “chave e fechadu-

ra’necessaria para permitir um eficiente pareamento por pontes de hidrogénio [90].

Figura 2.6: Ligacoes fosfodiéster

De maneira resumida, podemos dizer que o conhecimento da estrutu-
ra da molécula de DNA elucidou muitas questdes em varios campos da Biologia,
principalmente na Genética. Isto deveu-se a dois motivos fundamentais. O primeiro
estaria relacionado ao modo pelo qual 0o DNA pode ser duplicado e replicado gracas a
natureza das pontes de hidrogeénio, que fazem a ligacao entre as bases nitrogenadas.
O segundo seria que esta estrutura sugere, talvez, que a seqiiéncia dos pares de nu-
cleotideos esteja ditando a seqiiéncia dos aminodacidos durante o processo da sintese
de proteinas, ou seja, um tipo de codigo genético transformaria as informacoes do
DNA; no caso a sequéncia de nucleotideos, numa seqiiéncia de aminodcidos, a qual

caracterizaria determinada proteina [105].
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O modelo da estrutura do DNA foi fundamental para se compreender,
posteriormente, que as informagoes genéticas estao organizadas nessa molécula na

forma de wn codigo de leitura e que esse cédigo é comum aos diferentes organismos.

O RNA, por outro lado, é uma molécula de acido nucléico formada,
geralmente, por uma sé cadeia, como pode-se observar na figura 2.7. A seqiien-
cia de bases (estrutura primaria) é similar & do DNA, exceto pela substitui¢do da

desoxirribose por ribose e de Timina (T) por Uracil (U).

Figura 2.7: Estrutura do RNA

As outras trés bases Adenina, Citosina e Guanina também estao pre-
sentes. O RNA encontra-se normalmente na forma de fita simples, embora os parea-
mentos entre C e G e entre A e U possam ocorrer entre regioes da propria cadeia,
formando estruturas secundérias que sao importantes na funcao dos RNAs e no

reconhecimento de proteinas-RNAs [105].

Os principais tipos de RNA sio os RNAs mensageiros (mRNAs), os
transportadores (tRNAs) e os ribossomais (rRNA). Os RNAs mensageiros sao aque-
les que codificam as proteinas. Os RNAs ribossomais fazem parte da estrutura do
ribossomo, junto com diversas proteinas e sio eles que permitem a ligacao entre
dois aminodcidos na sintese de proteinas. Os RNAs transportadores carregam o
aminoacido especifico para complementar a seqiiéncia de nucleotideos do mRNA,

quando este estd ligado (unido) ao ribossomo.
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2.2 Tipos de DNA e suas propriedades fisicas e quimicas

O DNA pode assumir diferentes conformagoes, dependendo da sua com-
posicao de bases e do meio em que se encontra. Estudos sobre as estruturas mostram
que existem duas formas de DNA dextrosa (dupla hélice com giro para a direita),
chamadas A-DNA e B-DNA| e uma forma sinistrosa (dupla hélice com giro para a
esquerda) chamada Z-DNA [14]. A diferenca entre as duas formas que giram para a

direita estd na distancia necessaria para fazer uma volta completa da hélice devido

ao angulo que as bases fazem com o eixo da hélice.

A forma B-DNA tem a dupla-hélice longa e estreita: para completar
uma volta na hélice sdo necessarios 10 pares de bases. A forma A-DNA é mais curta
e grossa, sendo necessarios 11 pares de bases para completar uma volta na hélice.
Em solucio, geralmente o DNA assume a conformacao B. Quando hd pouca dgua

disponivel para interagir com a dupla hélice, o DNA assume a conformacao A-DNA.

A terceira forma de DNA difere das duas anteriores; pode ocorrer em
filamentos de DNA que possuam purinas e pirimidinas alternadas, pois seu sentido
de rotacdo é para a esquerda [105]; este tipo de DNA é chamado de 7Z-DNA. Esta
conformacao é mais alongada e mais fina que o B-DNA; para completar uma volta

na hélice sio necessarios 12 pares de bases [14].

Solugoes de DNA, em pH = 7,0 e a temperatura ambiente, sao alta-
mente viscosas; mas, a altas temperaturas ou pH extremos o DNA sofre desnatu-
ragao [98], pois ocorre ruptura das pontes de hidrogénio entre os pares de bases.
Esta desnaturacao faz com que diminua a viscosidade da solugao de DNA. Durante
a desnaturacao nenhuma ligacao covalente é desfeita ficando, portanto, as duas fitas
separadas. Quando o pH e a temperatura voltam ao normal, as duas fitas de DNA
espontaneamente se enrolam, formando novamente o DNA dupla fita. Este processo,

como veremos a seguir, envolve duas etapas: a primeira é mais lenta pois envolve o

encontro casual das fitas complementares de DNA, formando um curto segmento de
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dupla hélice; a segunda é mais rapida e envolve a formacao das pontes de hidrogénio

entre as bases complementares reconstruindo a conformacao tridimensional.

2.3 Replicacao do DNA

Replicacdo do DNA é o processo de auto-duplicacdo do material genético,
mantendo assim o padrao de heranca ao longo das geraces [105]. A replica¢ao do
conteido informacional inicia com a separacao local da dupla hélice, que estd in-
terligada pelas pontes de hidrogénio formadas entre as bases complementares. Cada
fita atua como um molde para a formacao de uma nova molécula de DNA. Desta
forma, as informacoes genéticas permanecem fiéis as contidas na molécula que as

originaram.

Duas teorias [39] tentaram explicar a replicacdo do DNA. A teoria
conservativa, onde cada fita do DNA sofre duplicacao, e as fitas formadas sofrem
pareamento, resultando num novo DNA dupla fita, sem a participacao das fitas
“parentais” (fita nova com fita nova formam uma dupla hélice e fita velha com fita
velha formam a outra fita dupla). Por outro lado, na teoria semi-conservativa, cada
fita do DNA ¢é duplicada formando uma fita hibrida, isto é, a fita velha pareia com
a nova formando um novo DNA; de uma molécula de DNA formam-se duas outras
iguais a ela. Cada DNA recém formado possui uma das cadeias da molécula mae;

por isso o nome semi-conservativa.

Falamos, anteriormente, em replicacdo do DNA, ou seja, o processo
que duplicaria esta molécula durante os eventos de divisao celular. Este processo
consiste na quebra de uma molécula parental e na subseqiiente formacgao de duas
novas dupla hélices. Esta quebra, segundo o modelo de Watson e Crick, dar-se-ia
analogamente a um “ziper”que se abre a partir de uma de suas pontas; assim, os dois
filamentos desenrolados iriam expor as suas bases isoladas, como podemos verificar

na figura 2.8.
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Figura 2.8: Duplicacao do DNA

Cada um destes filamentos agiria como molde, onde cada base exposta
(A,T,G e C) iria se parear com a sua base complementar (T,A,C e G), reconstruindo
as duas dupla hélices. Acredita-se que as novas bases (A, T,G e C) que irdo compor as
novas hélices venham de nm ”pool” (reservatério) de nucleotideos presentes na célula.
Este tipo de replicacao ¢ denominado de replicacao semi-conservativa, pois cada
dupléx filho ird conter um filamento parental e outro recém sintetizado. O modelo
de replicacao semi-conservativa foi testado e corroborado por varios experimentos

[98] realizados posteriormente.

Mas, para que possa se dar a replicacao, a dupla hélice precisa gi-
rar e, subseqiientemente, desenrolar-se, ja que os dois filamentos encontram-se en-
trelacados [74]. Nesta etapa atuam duas enzimas: uma delas é a DNA-girase
do grupo das DNA-topoisomerases, que convertem os anéis de DNA de uma for-
ma topoldgica para outra, fazendo-os girar. Esta enzima provoca uma superheli-
coidizacao do DNA, o que facilita o desenrolamento da dupla hélice. Este desen-
rolamento serd provavelmente realizado por uma enzima chamada helicase. Com

o desenrolar da dupla hélice os dois filamentos expostos estariam sujeitos a degra-
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dacdo, se nao fosse a acdo de uma outra proteina, a SSB (proteina ligante de DNA)

3

que previne este problema [74].

Os dois filamentos da dupla hélice que estao separados vao sofrer a
acao da DNA-polimerase I e III, que vai sintetizar um novo filamento complementar
para cada filamento parental que se separou. Um dos filamentos serd sintetiza-
do de forma continua, enquanto o outro serd sintetizado de maneira descontinua,
permanecendo alguns trechos deste filamento incompletos [86]. Estas falhas serdo,
posteriormente, reconstituidas pela acdo da DNA-ligase. Durante este processo pode
ocorrer, também, alguns erros de insergao; tais erros podem ser corrigidos pela a-
tuacao da DNA-polimerase I e III, que removem as bases mal pareadas. Devemos
saber que a acdo da DNA-polimerase, a enzima que refaz o novo filamento, sé vai se
dar se existir, pelo menos, uma curta regiao da dupla hélice que serve como iniciador
ou “primer”. Nas bactérias existe uma enzima, chamada primase, que sintetiza este

“primer” [105].

Durante a replicacdo, tem-se cerca de um erro em cada 10° ou 10'°
nucleotideos [105]. Como este nimero é muito pequeno; pensou-se que niao seria
possivel tanta fidelidade de replicacdo dada pelo pareamento de bases, mesmo porque
estudos relataram que se os erros derivassem tnica e exclusivamente do pareamento,
a frequéncia de erros seria muito maior. Estes dados levaram pesquisadores [105] a
desconfiar da existéncia de outro fator, ou fatores, que estaria agindo para diminuir
os erros da replicacao. A resposta a esta duvida veio a ser esclarecida através
da observacao da existéncia de uma das acoes das enzimas DNA polimerases I e
ITI, como citado anteriormente, na sua acdo exonucleasica de 3’ para 5, retirando

nucleotideos em direcao oposta aquela em que funciona a “polimerase”.

Se um nucleotideo errado é inserido na cadeia, a enzima polimerase
reconhece, pois os nucleotideos nao irao formar pontes de hidrogénio, e retorna ao
ponto onde ocorreu o erro “hidrolisando” o nucleotideo errado a partir da extremi-
dade 3’. Depois de removido o nucleotideo, a enzima polimerase continua agindo,

agora com atividade “polimerasica”. Esta revisao e a capacidade de correcao é muito
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importante pois erros na replicacao comprometem toda a espécie, enquanto que er-
ros na transcricao (processo onde o RNA ¢ sintetizado a partir de uma cépia de

DNA) ou na tradugdo comprometem apenas uma proteina de determinada célula.

Em sintese, 0 DNA pode replicar e dar origem a novas moléculas de
DNA; pode ser transcrito em RNA e este, por sua vez, traduz o cédigo genético em
proteinas. Isso é conhecido como o Dogma central da Biologia e definido por Crick,

em 1956.

2.4 Cddigo Genético

Teoricamente, toda a informacao genética contida no DNA pode ser
representada por quatro letras: A, T, G e C. A relacao entre a seqiiéncia de bases no
DNA e a seqiiéncia correspondente de aminodacidos, na proteina, é chamada de cédigo
genético [105]. O cédigo genético encontra-se na forma de “triplets” (trinucleotideos)
que sao chamados de cédons: um cédon é uma seqiiéncia de trés nucleotideos que
correspondem a um determinado aminodcido. Esta especificagdo ocorre em toda

forma de vida no planeta.

Entretanto, a descoberta de que cada cédon é constituido por trés nu-
cleotideos e de como cada um deles especifica nm determinado aminodcido, levou
muitos anos de estudos. Esses estudos se baseavam em alguns principios ja estabe-
lecidos, na época [105]: nas células eucarifticas, a informagao genética estd contida
no DNA, dentro do ntcleo, e a sintese de proteinas ocorre no citoplasma, dirigida
pelo mRNA (RNA mensageiro). A ddvida era como a seqiiéncia de nucleotideos,
presente no DNA e transmitida para o mRNA, era decodificada no citoplasma sob

a forma de aminodcidos.

Por volta de 1955 haviam duas hipdteses:

1) George Gamow [105] propunha que a informagdo no DNA estaria sob

a forma de cédigo;
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2) Francis Crick [105] sugeria que haveria moléculas adaptadoras que inte-
ragiriam com o mRNA e com os aminoacidos, sendo, no minimo, 20

adaptadores diferentes, um para cada aminodcido.

Ambas estavam corretas; descobriu-se, mais tarde, que a sequiéncia de nucleotideos
do DNA determina a seqiiéncia de aminodcidos de uma proteina, de acordo com um
codigo genético universal entre os organismos vivos. Descobriu-se, também, que a
molécula adaptadora proposta por Crick era o tRNA e que esse mediava a traducao

do c¢6digo genético em seqiiéncias de aminodcidos [105].

O cdbdigo genético parece ter surgido muito cedo e permanecido alta-
mente conservado durante a evolucdo. Essa afirmativa é baseada na universalidade
do cédigo genético, isto é, com raras excecoes, ele é 0 mesmo nos mais diversos

organismos, desde as bactérias até o homem.

2.5 Mutacoes

O DNA de um organismo nao é uma molécula estdtica. Freqiientemente
suas bases estao expostas a agentes, naturais ou artificiais, que provocam modifi-
cagOes na sua estrutura e composicao quimica. Modificagbes stibitas e hereditdrias

no material genético sdo denominadas mutagoes [105].

Todos os seres vivos sofrem um certo nimero de mutacoes como resul-
tado de fungbes celulares normais ou interacoes aleatérias com o ambiente. Tais
mutacoes sao denominadas espontaneas; a taxa de ocorréncia das mesmas é carac-
teristica para um determinado organismo e constitui o chamado nivel basal [105].
A ocorréncia de mutacoes pode ser aumentada pelo tratamento com determinados
compostos. Tais compostos sao denominados agentes mutagénicos e as modificacoes
que eles causam mutacoes induzidas. Muitos mutagénicos atuam diretamente no
DNA devido a sua capacidade de atuar como uma determinada base ou de se incor-

porar a cadeia polinucleotidica.
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Deste modo, mutacoes podem também ser definidas como alteracoes
aleatérias no DNA celular [62]. Elas mudam o cédigo genético que determina a
seqiiéncia dos aminoacidos nas proteinas, introduzindo assim erros bioquimicos de
graus de severidade varidveis. As mutacbes tém sido classificadas como delecoes
(perda de bases do DNA), inser¢oes (ganho de bases do DNA), e translocacoes
(substitui¢ao de uma base do DNA). Dentre estes tipos de mutacoes destacam-se
[62]:
e desaminacdo: a base nitrogenada perde nm radical amino (-NH2) e liga-se er-
radamente com seu par.
e perda de base: a base é perdida durante uma duplicacdo do DNA; a perda mais
comum ¢ a de purinas: 5000 por célula por dia!
e dimerizac¢ao de pirimidinas: a radiagao UV (ultravioleta) provoca ligacdes erradas
entre duas pirimidinas (geralmente T) vizinhas. Essa mutagao é corrigida por uma
enzima de reparo que é ativada pela luz normal, visivel. Esse tipo de mutacao é a
causa da luz UV provocar cancer de pele; afinal, o cancer sempre origina-se de um
defeito no material genético de uma célula.
e intercalacdo de agentes mutagénicos: cancerigenos no DNA
e agentes fisicos: além da UV, também os raios X, alfa, beta, gama, raios césmicos
e feixes de neutrons sao perigosos em doses grandes; os efeitos dependem do total

de radiacao recebida, nao importando o tempo; sao doses aditivas.

Qualquer base do DNA pode ser mutada. Uma mutacdo de ponto
envolve modificagdo em um unico par de base (substituigao, adi¢ao ou delegao) e
pode ser o resultado de nm mau funcionamento do sistema celular que replica ou
repara o DNA, inserindo uma base errada na cadeia polinucleotidica que estd sendo

sintetizada, ou de uma interferéncia quimica diretamente sobre uma das bases do

DNA [39, 105] .

As mutacoes devem normalmente causar alguma modificacdo detectdvel

para que a sua presenca seja reconhecida. Tais modificacoes podem ser tao peque-
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nas que sao identificadas apenas por técnicas genéticas e bioquimicas especiais, ou

modificagdes grosseiras na morfologia ou ainda modificagoes letais [62].

Entretanto, algumas mutacoes naturais destroem completamente a fun-
¢ao de um gene. Essas mudancas mais drasticas, chamadas mutagoes nulas, incluem
nao somente mudancas de bases, insercoes ou delecoes de uma base, mas também ex-
tensas insercoes e delecoes e mesmo rearranjos grosseiros na estrutura cromossoémica

[66].

Tais mudancas podem ser causadas, por exemplo, pela insercao de um
transposon (sao seqiiéncias de DNA que se movem (pulam) de nm lugar para outro
no genoma), o qual tipicamente transfere (insere) algumas centenas de pares de

bases de um DNA estranho numa seqiiéncia codificadora de um gene, ou por acgoes

aberrantes do processo de recombinacao celular [88].

Mesmo sob as melhores condigoes, haverd mutagoes, pois os agentes
mutagénicos nio podem ser completamente eliminados [62]. Existem os raios so-
lares, banhando constantemente os seres vivos com a luz ultravioleta. Existem as
radiacoes que emanam substancias radioativas presentes em minudsculas quantidades,
no solo, no mar e no ar. Em outras palavras, os acidentes continuarao a acontecer
e as mutacoes a surgir. Uma ligeira, porém definida e continua taxa de mutacao,
acompanhada de uma taxa nula de mudancas genéticas positivas ird, eventualmente,
transformar o cédigo genético humano em uma mensagem ilegivel. O problema ¢é
como um grande “livro”, escrito com uma gramética perfeita a principio, mas com
substituicoes aleatérias das letras introduzidas num ritmo continuo. O “livro”ainda

permanecerd legivel por algum tempo, mas finalmente ird perder todo o sentido [11].

Mas as mutacoes nao consistem apenas uma fonte de destruicao. Al-
gumas alteracoes podem, por pura sorte, melhor ajustar o organismo ao seu meio
ambiente. Sem a mutacao, todos os genes existiriam apenas em uma forma, e os
organismos nao seriam capazes de evoluir e de se adaptar as condicoes ambientais.

Obviamente, uma alta freqiiéncia de mutacoes desestabilizard totalmente a trans-
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missao da informacao genética de uma geracao para outra. E desse fato que depende
o curso da evolucao, através da selecao natural. Assim, um século depois de Darwin
ter elaborado a sua teoria da evolucao, com base em laboriosas observacoes sobre
0s organismos, os cientistas dao substancia a essa teoria com base em observacoes

sobre as moléculas.

2.6 Tipos de pareamento de bases em DNA

Sabe-se que as ligacoes de hidrogénio sao elementos fundamentais da
estrutura e reatividade quimica, auxiliando no entendimento das estruturas e pro-
priedades de compostos como a dgua, as proteinas e acidos nucléicos como, por
exemplo, o DNA. Assim, a natureza das interacoes fisicas que contribuem para as

ligacoes de hidrogénio tem sido objeto de intimeras discussées na literatura [59)].

As ligacoes de hidrogénio sao a chave para muitos fenomenos, incluindo
a formacao e a estabilizacao de estruturas secundarias, flexibilidade e estabilidade de
proteinas e reconhecimento molecular. Da mesma forma, reconhece-se a importancia
da ligacao de hidrogénio para explicar uma série de propriedades fisicas e quimicas
de varios compostos, além de efeitos conformacionais em proteinas, enzimas e adcidos

nucleicos [27].

Através de estudos realizados [104], sabe-se que biologicamente as bases
(A,T, G e C) em DNA nao podem ser dispostas de qualquer maneira. Como vimos,
o modelo padrao derivado por Watson e Crick sugere num pareamento especifico.
1 importante notar que o pareamento especifico das bases é o resultado direto da
hipdtese que ambas as cadeias fosfato-agicar sao helicoidais. Eles propuseram que
somente certas estruturas proporcionam a combinacao de ligagoes de hidrogénio dos
atomos aceptor (a) e doador (d), que permitem as bases Citosina (C') parear com

Guanina (G) e a Timina (7") com a Adenina (A4), o que assegura os dois filamentos

juntos [101].
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Teoricamente, as bases podem existir em varias formas, dependendo de
onde os dtomos de hidrogénio estao ligados. Mas presume-se que, para cada base,

uma forma é muito mais provavel que todas as outras [14].

Portanto, o método classico do pareamento das bases de Watson e Crick
é somente nm dos varios modelos de pareamento de bases. Existem muitos ou-
tras estruturas [44, 93, 95, 97] em que as duas bases podem ser mantidas juntas
por ligagdes de hidrogénio [38, 92]. Como por exemplo, o par de bases reverso de
Watson e Crick entre Adenina e Timina (ATrWC) é formado quando umn nucleotideo
rotaciona 180 graus em relacao ao nucleotideo complementar. Neste caso, as ligacoes
glicosidicas (e colunas agicar-fosfato) estdo na orientacao frans (a base se une ao
acucar e fosfato em configuractes diferentes) em vez de cis (a base se une ao agicar
e fosfato na mesma configuracdo). Devido a simetria no potencial da ligacdo de
hidrogénio da Timina nas posicoes C2-N3-C4 esta pode rotacionar no eixo N3-C6
para formar um par de base reverso ao par de base de Watson e Crick (ATrWC)
[54]. Este tipo de pareamento de bases, conforme mostra a figura 2.9 é encontrado

em DNA paralelo.

Outro tipo de pareamento é o par de bases de Hoogsteen entre Adenina e
Timina que utiliza a face C6-N7 da purina (A) para formar a ligacdo de hidrogénio
com a face N3-C4 da pirimidina (T) de Watson e Crick [14]. Uma caracteristica
principal do pareamento de bases de Hoogsteen [48] é que a posi¢ao N7 da purina é

a base pareada, alterando a reatividade quimica desta posicao. Um par de Hoogsteen

Figura 2.9: Pares de bases ATWC e ATrWC
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Figura 2.10: Pares de bases ATH e ATrH

reverso envolve uma volta de uma das bases 180 graus em relacao a outra, como

podemos observar na figura 2.10.

Como citado anteriormente, dentre os diferentes modelos de pares de
bases existentes, os que ocorrem em DNA A-T e G-C sao os mais importantes,
existindo trés estruturas para o par de bases G-C e quatro estruturas para o par de
bases A-T. Além das possiveis estruturas existentes entre estas bases e definidas na
literatura [47], considera-se neste trabalho os modelos que envolvem o pareamento
de bases heterogéneas A-T, G-C e homogéneas A-A, T-T, G-G e C-C segundo
dados da literatura [45, 47], bem como os modelos formados por estas bases, mas

por apenas uma ligacao de hidrogénio, representados respectivamente nas tabelas

2.1,2.2, 2.3 2.4, 2.5 e 2.6.

Tabela 2.1: Caracteristicas geométricas de diferentes pares entre T e T

Modelos de pares de bases ligacoes simples codificacao
TT(1pa) 04...H-N3 11000
TT(1pb) N3-H...02 011010
TT(1pc) 02..H-N3 0[0[1]0
TT(Ipd) N3-H...04 0/001

ligacoes duplas codificacao
TT() O4.HN3eN3-H.O2|[1[1]0]0
TT(I) 04..H-N3eN3-H..O4 |1 |0 |0 |1
TT(III) N3-H..02e O2..H-N3 |0 |1]1]0
TT(IV) 02..H-N3eN3-H..O4 [0 |0 |1 |1
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Tabela 2.2: Caracteristicas geométricas de diferentes pares entre G e C
Modelos de pares de bases ligacoes-H simples codificacao
GC(1pa) 06...H-N4 110(0|0]0|0]0
GC(1pb) N1-H...N3 0/1]0]0]0[0]O0
GC(1pce) N2-H...02 0[0|1]0]|0[0]O0
GC(1pd) N1-H...02 0/0|0[1]0[0]O0
GC(1pe) N2-H...N3 0/(0|0j0]|1(0]O0
GC(1pf) N3...H-N4 0/0|0j0]|0O[1]0
ligacoes-H duplas e tripla codificacao
GC(WC) 06... H-N4, N1..H-N3 e N2-H..O2 |1 |11 |0]|0|0 |0
GC(rWC) N1-H...O2 e N2-H...N3 0 0(1]1]0/0
GC(IT) N3... H-N4 e N2-H...N3 0[(0]0]|0O|1|1]0

Tabela 2.3: Caracteristicas geométricas de diferentes pares entre C e C

Modelos de pares de bases ligagoes-H simples codificacao
CC (1pa) N4-H...N3 110|100
CC(1pb) N3...H-N4 0[1]010

ligacoes-H duplas codificacao
CC N4-H..H-N3eN3.H-N4 [1[1][0]0

A organizacao destas tabelas indica os modelos dos pares de bases, os

tipos de ligacoes de hidrogénio entre os dtomos doador (d) e aceptor (a) das bases

Tabela 2.4: Caracteristicas geométricas de diferentes pares entre A e T

Modelos de pares de bases ligagoes-H simples codificacao
AT (1pa) N6-H...04 1(0|10]0

AT (1pb) NI1...H-N3 011|010

AT (1pc) N6-H...02 0[0]|1]0

AT (1pd) N7...H-N3 0]0|0]1
ligacoes-H duplas codificacdo

AT(WCQC) N6-H..O4 e NI..H-N3 |1 [1]|0]0
AT(WC) NI1..H-N3eN6-H..O2 |0 [1]|1]0

AT(H) N6-H..O4 e N7..H-N3 |10 |0 |1

AT(rH) N6-H..O2 e N7..H-N3 |0 |0 |11
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Tabela 2.5: Caracteristicas geométricas de diferentes pares entre G e G

Modelos de pares de bases ligagoes-H simples codificacao
GG(1pa) 06...H-N1 110]0(0[0]0]0
GG(1pb) N1-H...06 0[1]0]0]0|0O|O
GG(1pc) N2-H...N7 0(0|1]0]|0|0O|O
GG(1pd) N1-H...N7 0(0|0[1]0[0]O
GG(1pe) N2-H...06 0[(0j0]|0]|1|0|O
GG(1pf) N3...H-N2 0[0]0]|0]O|1]|O
GG(1pg) N2-H...N3 0(0(0]0]|0O]|0O|1

ligacoes-H duplas codificacao
GG(D) 06..H-N1eNI1-H..O6 |1 |1]0|0[0|0]0
GG(I) N1-H..O6 e N2-H..N7 [0 |1[1|0[0|0]|0
GG(II1) NI-H... N7TeN2-H..O6 |0 [0 |0 |1[1[0]O0
GG(IV) N2-1... N3eN3.ILN2 [0]0|0]|0[1]|1]0

nitrogenadas envolvidas na ligacao (onde, por exemplo na tabela 2.1, tem-se que
04...H-N3 corresponde a ligacao de hidrogénio entre o oxigénio 4 da Timina 1 com
o nitrogénio 3 da Timina 2) e a codificagdo numérica implementada no algoritmo
¢ identificada por “0”e “1”, onde o programa lé 1 para identificar uma ligacao de
hidrogénio existente no modelo e 0 para casos onde o tipo de ligacao nao ocorre no

referido modelo do par de bases.

Tabela 2.6: Caracteristicas geométricas de diferentes pares entre A e A

Modelos de pares de bases ligagoes-H simples codificacao
AA(1pa) N6-H...N1 110]0]0
AA(1pb) N1...H-N6 0111010
AA(1pc) N6-H...N7 010110
AA(Ipd) N7..H-N6 0/0]0]|1

ligacoes-H duplas codificacao
AA(D N6-H.NI e NI.HN6 | 1]1]0]0
AA(ID) NI1..H-N6eN6-H.N7 |0 | 1|10
AA(IID) N6-H..N7eN7.H-N6 |0 |0 |1 |1
AA(IV) N6-H..N1eN7.H-N6 |1 |0|0 |1
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A implementacao deste mecanismo no cédigo computacional é bem
definida. Na verificacdo da formacao de ligacdo de hidrogénio entre as bases, o algo-
ritmo “varre”uma lista dos possiveis sitios ativos entre as moléculas que permitem
a formacao de pontes de hidrogénio no modelo e determina, através dos critérios

estabelecidos, se a ligacao serd aceita.

No préximo capitulo serd apresentada uma abordagem rapida e objetiva
sobre a técnica de simulagao utilizada. Sao descritos os fundamentos do método e
seus conceitos principais, bem como os procedimentos pertinentes a implementacao

numérica do algoritmo para a simulagao do sistema em estudo.
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3 IMPLEMENTACAO DO MODELO: O
ALGORITMO

3.1 Fluxograma do algoritmo

Este capitulo apresenta a implementacao do algoritmo desenvolvido,
descrevendo suas caracteristicas, particularidades, inovacoes e o conjunto de es-
tratégias acopladas para a sua formacao. Todos os procedimentos aplicados sao
detalhados e discutidos. Para facilitar a explicacao da implementacao do algoritmo

utilizado na simulacao, apresenta-se na figura 3.1 um fluxograma deste.

3.2 Definicao e evolucao do sistema

O sistema utilizado para a simulacdo computacional de processos de
formacao de pares de bases bioldgicas, por implementacdo numérica do método de
Monte Carlo [41], considerando principios probabilisticos geométricos e energéticos,
constitui um conjunto de programas escritos em linguagem FORTRAN e rodado
em ambiente LINUX e UNIX. O programa tem como pardmetros de entrada o
dominio computacional (representacao do dominio fisico), o nimero de moléculas a
considerar, a natureza quimica de cada molécula, o iniciador do gerador de ntiimeros
aleatdrios, a freqiiéncia com que se deseja o cdlculo dos pardmetros, o numero de
etapas computacionais, os tipos de ligacoes de hidrogénio para os varios modelos
de pares de bases, os angulos e as distancias entre os sitios ativos e os valores dos

fatores de Boltzmann de cada modelo de ligacao de hidrogénio para a formacgao dos

pares de bases, em concordancia com os dados da literatura [22, 36, 91].

Em virtude da complexidade inerente ao sistema quimico estudado,
o modelo computacional desenvolvido apresenta algumas simplificacdes: as bases

nitrogenadas Adenina, Timina, Guanina e Citosina sdo modeladas num espaco bidi-
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mensional no qual cada elemento estrutural (4tomo) guarda correspondéncia ao SRB

(sistema de referéncia da base) [51] e ndo hd consideragao das moléculas do solvente.

A préxima etapa consiste na colocacao das bases nitrogenadas (A, T,G
e C) no espago de simulagao bidimensional. Nesta colocacio é permitida a esco-
lha de modo consecutivo, onde todas as moléculas de uma determinada espécie sao
colocadas em posicoes aleatdrias. Este processo é feito através de um iniciador de
numeros aleatérios que gera numeros pseudoaleatorios uniformemente distribuidos
no intervalo [0,1]. O gerador de nimeros pseudoaleatdrios utilizado na presente
simulacao é uma subrotina intrinsica a0 FORTRAN, Random-number, que pode ser
inicializada por uma semente (Random-seed) [28]. Deste modo, é possivel controlar
a simulacao pois, atribuindo-se um valor constante a semente, obtém-se a mesma
seqiiéncia de numeros pseudoaleatérios o que permite, por exemplo, repetir uma

acao mantendo umas condicoes e alterando outras.

Durante a colocacao das bases nitrogenadas no espaco de simulacao, o
gerador de numeros pseudoaleatérios fornece tanto o vetor posicao de coordenadas
de cada molécula, bem como sua orientacao no espaco de simulacao bidimensional.
A colocacao, bem como a posterior movimentacao das moléculas, devem obedecer
ao critério da nao sobreposicao, isto é, a proibicao da dupla ocupagao no espaco de

simulacao e respeitar a conectividade das moléculas.

Os modelos geométricos da estrutura quimica de cada base podem ser
visualizados utilizando o software RASMOL [84]. Para simplificar a interface com
programas de visualizacao, as coordenadas atomicas de cada base sao transformadas
em um arquivo no formato PDB (do inglés Protein Data Bank, ou banco de dados

de proteinas) [82], através de subrotinas implementadas no algoritmo.

3

Sao apresentados a seguir os principais fundamentos da técnica de
Monte Carlo, além da origem, defini¢cdes, procedimentos, e outros aspectos impor-

tantes relacionados a aplicacao do método.
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3.3 O método de Monte Carlo

Nestes ultimos anos, pesquisadores das dreas biolégicas comecaram a
introduzir ferramentas computacionais preditivas em pequisas genéticas [57]. O atu-
al grau de desenvolvimento alcancado pelas técnicas de modelagem computacional,
junto ao rapido crescimento da capacidade de calculo dos computadores, tem permi-
tido o estudo, desenvolvimento e solucao de modelos bioldgicos altamente sofisticados
capazes de antecipar os resultados de importantes pesquisas de interesse biolégico

[53].

Assim, numa simulacao em computador, inicia-se pelo desenvolvimento
do modelo do sistema fisico a estudar. Em seguida, deve-se especificar o proce-
dimento, isto é, o algoritmo para a implementacao do modelo no computador. O
programa simula o sistema fisico e define a experiéncia computacional que, para
situacoes simples, serve como ponte entre as experiéncias laboratoriais e a teoria,
mas para casos complicados pode ser a unica forma de obter alguns resultados. B
6bvio que as simulacoes em computador nao devem ser vistas como substituto do
pensar, nem do experimentar! Contribuem, no entanto, para compreender situacoes
complexas, desde que os resultados sejam encarados com o necessario espirito critico

7, 8.

Os métodos tedricos sao utilizados para o cdlculo de propriedades mole-
culares e sao importantes na elucidacao e compreensao de sistemas quimicos. Dentre
os métodos tedricos utilizados para descrever esses fenomenos, citaremos o método

de Monte Carlo, uma vez que se trata da técnica aplicada em nossa simulacao.

O método de Monte Carlo [8, 9, 34] consiste em simular um experi-
mento com a finalidade de determinar propriedades probabilisticas de uma popu-
lacao, a partir de uma nova amostra aleatéria dos componentes dessa populacgao.
O método, também chamado de amostragem estocastica, possui aplicacoes praticas
bastante amplas e divide-se, basicamente, em dois tipos: os deterministicos e os

probabilisticos. Nos deterministicos, [41] é desenvolvida uma teoria que tenta as-
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segurar ao mesmo convergéncia ao resultado desejado. A maioria dos métodos de

Monte Carlo deterministicos envolvem o cdlculo de uma integral multipla.

Nos métodos de Monte Carlo probabilisticos simula-se uma situacao
com a ajuda de geradores aleatérios e tenta-se inferir algo sobre o comportamento
do sistema através destas simulacgoes. E obvio que ¢ possivel desenvolver teorias que
tentem explicar analiticamente estes modelos, mas normalmente a sua complexidade

¢ muito grande e os modelos tedricos deixam muito a desejar [49].

O uso de métodos de Monte Carlo para modelar problemas fisicos nos
permite examinar sistemas mais complexos; por exemplo, resolver equacgoes que des-
crevem as interacoes entre dois dtomos é simples, mas resolver as mesmas equacoes
para centenas e milhares de atomos é quase impossivel. Com métodos de Monte Car-
lo, um sistema grande pode ser modelado num nimero de configuracoes aleatérias,

e os dados podem ser usados para descrever o sistema como um todo [51].

Este método é considerado simples e flexivel para ser aplicado em pro-
blemas de qualquer nivel de complexidade [1]. Entretanto, a maior inconveniéncia
do método é o numero de simulacoes necessario para se reduzir o erro da solucao
procurada, o que tende, na pratica, a torna-lo muito lento. Mas, gracas ao cres-
cente desempenho dos computadores e da sofisticacao das rotinas para a geracao de

nimeros pseudoaleatdrios, esses métodos tém sido cada vez mais utilizados.

O termo método de Monte Carlo deve ser aqui entendido como sindénimo
de um método genérico de geracao aleatéria do sistema, as semelhancas de alguns
estudos de agregacio [33, 72], ndo implicando necessariamente uma amostragem do

3

espaco de fases.

Quando estamos usando nimeros aleatdrios é interessante perguntar se
estes sao realmente aleatérios. Isso porque quando os usamos para representar acon-
tecimentos (eventos), precisamos estar certos de que esses também se comportam
globalmente segundo a mesma distribuicao de probabilidade do fenémeno fisico em

questao. Para responder a esta pergunta sao feitos testes estatisticos com os niimeros
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gerados, de modo que se garanta o seu carater aleatério. Contudo, tais testes sdo
também sujeitos a dificuldades pois, estritamente falando, seriam necessédrios infini-
tos nimeros aleatoérios gerados por um mesmo processo e efetuar um nimero infinito

de testes estatisticos [1].

Neste sentido, jamais poderemos ter nimeros aleatérios “genuinos”,
mas numeros pseudoaleatorios ou quase-aleatérios. Os numeros gerados por um
computador constituem uma seqiiéncia de numeros calculados matematicamente
por uma regra prefixada e que sao aprovados em testes estatisticos de aleatoriedade.
Isto porque sao gerados em quantidades praticamente infinitas, antes de ser iniciada
a geracao da mesma seqiiéncia. Tais seqiiéncias de nimeros podem ser chamadas de
pseudoaleatoérias e nao deixam de possuir uma grande vantagem que é a de poder ser
repetida desde o inicio e assim possibilitar uma repeticao do processo computacional

da simulagao (quando desejado).

Deste modo, as propriedades essenciais de um gerador de niimeros pseu-
doaleatorios desejado sao:
- Repetitividade- a mesma seqiiéncia pode ser produzida com os mesmos valores ini-
ciais (ou sementes);
- Randomicidade- produzir variaveis aleatdrias independentes e uniformemente dis-
tribuidas, que passam por todos os testes estatisticos de aleatoriedade;
- Periodicidade- uma seqiiéncia de nimeros pseudoaleatorios usa aritmética de pre-
cisdo finita, portanto a seqiiéncia deve ser repetida apdés um longo e finito periodo;
- Insensibilidade a sementes- as propriedades aleatoriedade e periodicidade nao de-

vem depender dos valores iniciais (sementes).

A seguir apresentam-se as etapas de verificacdo para os processos de

formacao de pares de bases, considerando os critérios geométrico e energético.
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3.4 Critério geométrico

Um conjunto de instrucoes e transformacgoes geométricas utilizadas na
consideracao e andlise da formagao das ligacoes de hidrogénio em pares de bases serd
apresentada de forma sistematica, contribuindo assim para a elucidacao das técnicas

e estratégias utilizadas.

3.4.1 Representagio geométrica das bases (A,T,G e C) - SRB

Geralmente, a representacao geométrica de objetos (figuras), consiste
de um conjunto de pontos que os descrevem e a elaboracao de um algoritmo es-
pecifico para representd-los. Existem dois caminhos para especificar a posicao de
um ponto do objeto: coordenadas absolutas ou coordenadas relativas. Os sistemas
de coordenadas permitem quantificar distancias entre os referenciais dos objetos, ou
seja, fornecem métricas para descrever as distancias entre os pontos. Deste modo, a
representacao do objeto é realizada aplicando-se uma seqiiéncia de transformacoes

fundamentais: rotacoes, translacoes e escalas, sobre o conjunto de pontos deste ob-

jeto [64].

Estas operacoes sao geralmente realizadas usando uma matriz de trans-
formacao geral que opera sobre o conjunto de dados (pontos) do objeto representado
em coordenadas homogéneas. Uma matriz de transformacao homogénea codifica, na
forma de uma matriz 4x4, as operagoes geométricas necessarias para relacionar obje-
tos de um sistema de referéncia a outro, no espaco tridimensional. Deste modo, nas
interacoes entre as bases bioldgicas, neste trabalho, uma matriz de transformacao
homogénea descreverd a relacao espacial via composicao de matrizes de rotacao e

translacao entre os dois referenciais locais das bases nitrogenadas envolvidas [37].

Usando composicao de matrizes, obtém-se uma matriz de transformacao
geral que codifica as coordenadas de cada base nitrogenada em relacao ao sistema

de referéncia do universo (global). Deste modo, uma matriz de transformagao ho-
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mogénea possibilita relacionar os dois sistemas de referéncia para a verificacdo da

formacao dos pares de bases [78].

Ainda, para facilitar a interpretacao fisica e a representacao grafica do
objeto no espaco de simulacdo, ou seja, exibir a ocupacao espacial dos elementos
constituintes (geometria), opta-se por geralmente descrever os seus diversos compo-
nentes em funcao de um referencial local, ou seja, estabelecer a origem do sistema
de coordenadas através de um ponto localizado dentro ou perto do préprio objeto.
Deste modo, os demais componentes do objeto, sao descritos em fungao do sistema
de referéncia local. Em outras palavras, o sistema de referéncia do objeto, também
chamado SRO, é o sistema de coordenadas local, onde se define o modelo. Este
procedimento pode ser realizado através da técnica de transformacgoes geométricas,

como mencionado anteriormente [6].

As transformagdes geométricas sao a base de intmeras aplicagoes grafi-
cas usadas para manipular um modelo, isto é, através delas é possivel mover um
objeto, rotaciona-lo, ou alterar o seu tamanho. Se descrevermos as transformagoes
de pontos, entao descrevemos a transformacao dos objetos. Deste modo, as trans-
formacgoes geométricas, descrevem a ocupacao espacial e a forma dos elementos
constituintes (geometria). Todas estas transformagdes podem ser realizadas usando

técnicas matemdticas que serdo descritas a seguir [78].

Estas transformacoes sao realizadas diretamente sobre os valores de
coordenadas dos objetos, através da mudanca de escala, rotacao e translacao. O
conjunto de transformagoes é definido em forma de uma Matriz Geral, pois este tipo
de armazenamento é de melhor implementacao (otimizagao). O uso de matrizes
possibilita manipulagao através de indices, tornando o codigo fonte mais legivel com
a reducao do nimero de varidveis necessdrias para manipular a mesma estrutura,

permitindo a construcao de modelos complexos, a partir de primitivas basicas.

A principal motivacao do uso da representacao matricial das transfor-

macoes geométricas, conforme foi mencionado, é a possibilidade de combinar as
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matrizes de translacdo, rotacdo e escala em uma 1nica matriz e posteriormente mul-
tiplicd-la pela matriz de coordenadas. A seguir, algumas das transformacoes usadas
na representacao das bases nitrogenadas serao apresentadas através de implemen-

tacoOes praticas.

Deste modo, para a representacao geométrica da estrutura quimica de
cada uma das bases nitrogenadas (A, T,G e C) no espago de simulacdo, utiliza-se a
técnica de transformacao geométrica. Semelhante ao mecanismo estabelecido por
Donohue [24] considera-se, na representacio das bases nitrogenadas, uma geometria
adaptada com pentdgonos e hexdgonos regulares, como se mostra na figura 3.2; com
lados iguais a 1.36 A, e as ligacdes externas C-NH2 e C=0 de 1.36 A e 1.21 A

respectivamente, seguindo dados da literatura [20, 24].

Para as pirimidinas (C,T), as quais tém estrutura hexagonal, o SRB

3

é definido por um sistema de coordenadas cartesiano, no centro do hexagono. A

1.36 A

Figura 3.2: Pirimidinas: Citosina(C) ¢ Timina(T); Purinas: Adenina(A) e Guanina
(G)

partir do SRB, sdo descritas as posi¢oes das coordenadas dos atomos (C,N,H,0)

constituintes na estrutura quimica da pirimidina [5]. De forma semelhante, as puri-
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nas (A,G), que tém a estrutura composta por dois anéis conjugados, um pentédgono
e um hexdgono regular, tem o SRB, onde se define o0 modelo, na posicao do car-
bono 4 desta base. A partir do C4 sdo descritas as posicoes das coordenadas dos
atomos (C,N,H,0) que compoem a estrutura quimica da purina. As coordenadas
cartesianas dos &tomos (C,N,H,0), em relacdo ao SRB de cada base (A,T,G e C),
sao apresentadas, respectivamente, nas tabelas 3.1 e 3.2. 1 importante salientar que

o sistema de referéncia de cada base pode ser definido arbitrariamente, mas deve ser

o mesmo para cada base [96].

A conectividade interna da estrutura quimica de cada molécula é geren-
ciada pelas matrizes espécies, nas quais se armazenam as coordenadas de cada nm
dos atomos que compoOem a base, bem como a sua natureza quimica, conforme

apresentado, respectivamente, nas tabelas 3.1 e 3.2.

Como as bases (A, T,G e C) apresentam uma estrutura quimica bem
definida, o algoritmo usa as configuracoes pré-definidas, na colocacao dos atomos

(C,N,H ¢ O ) em torno do sistema de referéncia da base [18, 89].

Tabela 3.1: Coordenadas atomicas das bases Adenina e Timina no plano cartesiano

Adenina
ANI1= ( 2.8,0.0,0.0) | AN6= ( 3.1, 2.2,0.0)
AN7T= (-0.2, 2.3,0.0) | AN3= ( 0.7,-1.2,0.0)
AC2=(2.1-1.2,0.0) | AC4= ( 0.0, 0.0,0.0)
AN9= (-1.5,0.5,0.0) | AC8= (-1.6, 1.9,0.0)
ACH= (10.7,1.2,0.0) | AC6= (2.1, 1.2,0.0)
Timana
TO4= (-1.3 ; 2.3,0.0) | TN3= (-1.4, 0.0,0.0)
TO2= (-1.3 -2.3,0.0) | TC4= (-0.7 , 1.2,0.0)
TN1= ( 0.7 ,-1.2,0.0) | TC2= (-0.7 , 1.2,0.0)
TC5= (0.7, 1.2,0.0) | TC6= ( 1.4, 0.0,0.0)

Especificamente, a representacao geométrica da estrutura quimica de
cada base, no espaco bidimensional, é determinada por vetores posicoes no sistema

de referéncia e sua orientacao ¢ definida a partir de dois angulos, através das pro-
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priedades:

e um vetor posicao das coordenadas de cada base no SRU (sistema de referéncia do
universo ou global);

e um vetor posi¢ao das coordenadas atomicas (C,N,H,0) em relagdo ao sistema de
referéncia de cada base;

e um angulo f (theta), que determina a orientagao de cada base no plano;

e um angulo a(alpha), que define a orientagao de cada base biolégica em relagao a
ligacao glicosidica (posicao do agiicar) e as faces das duas bases que estao interagindo

no par de bases no plano.

Tabela 3.2: Coordenadas atomicas das bases Guanina e Citosina no plano cartesiano

Guanina
GN1= ( 2.8, 0.0,0.0) GO6 (2.8,2.2,0.0)
GN7= (0.2, 2.3,0.0) | GN3= ( 0.7,-1.2,0.0)
GC2: (2.1,-1.2,0.0) GC4: ( 0.0, 0.0,0.0)
N9= (-1.5, 0.5,0.0) | GC8= (-1.6, 1.9,0.0)
GC5: (0.7,1.2,0.0) | GC6= (2.1, 1.2,0.0)
GN2= (3.1,-2.2,0.0)
Citosina
CN4= (-1.3, 2.3,0.0) | CN3= (-1.4, 0.0,0.0)
CO2= (-1.3 ,-2.3,0.0) | CN1= (0.7 , -1.2,0.0)
CC4= (-0.7 ,1.270.0) CC2= (-0.7 -1.2,0.0)
CC5= (0.7, 1.2,0.0) | CC6= ( 1.4, 0.0,0.0)

As bases bioldgicas se diferenciam pelas suas composicoes quimicas,
fazendo com que a notacao para cada base seja relacionada com sua prépria estrutura

estequiométrica [35].

3.4.2 Representagdo geométrica das bases (A, T,G e C) - SRU

Aqui, discute-se as transformacdes geométricas aplicadas ao sistema de
coordenadas de definicao do objeto. Como vimos anteriormente, cada base nitro-

genada representada graficamente no espaco de simulacao tem o seu sistema de
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referéncia local (SRB). Mas é preciso especificar a posicdo de cada base em funcao
de um referencial 1nico, o que permite especificar o seu posicionamento relativo.
Este referencial comum é denominado sistema de referéncia do Universo (SRU), que
em nossa simulacao refere-se ao espaco de simulacao bidimensional, ou seja, onde se

define a posicao do modelo (base) no universo.

Dadas as coordenadas atomicas (C,N.H e O) em relacdo ao sistema
de referéncia de cada base (SRB), a obtencao das coordenadas no SRU ¢ bastante
simples. Para tal, aplica-se a técnica de transformacao de matrizes homogéneas,
utilizando um conjunto de matrizes combinadas produzindo, assim, uma matriz
genérica. Considerando as coordenadas atomicas em relacao ao sistema de referéncia

da base, sua representacdo em relacao ao SRU é determinada pelo seguinte conjunto

de matrizes [78]:

1. Matriz de rotacao em relacdo ao angulo # de cada molécula no plano

bidimensional.

cos —send
(3.1)
0 0
0 0

0
senf)  cosf 0
1
0

= o O O

2. Matriz de rotacao em relacao ao angulo o que define a orientacao da

molécula em relacao a posicao do agicar no plano;

0 0

COsSC&x —SeEN¢
(3.2)

SEN & COoS &

0 0

o o o =
= o O O

3. Matriz de translacao que d4 a posicao das coordenadas de cada base

em relacao ao SRU.
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1 0 0 0
0O 1 0 0
T. = (3.3)
0O 0 1 0
[ Zo Yo 20 1_

onde 1z, Yo € zp sao as coordenadas de cada base em relacao ao sistema

de referéncia do universo (SRU).

4. Coordenadas homogéneas do dtomo.
E = |op yr 2r 1 (3.4)

onde zg, yr € zg sao as coordenadas atomicas absolutas que compdem
a estrutura quimica de cada molécula na configuracao pré-definida, ou
seja, representam a posicao ideal de cada atomo quando visto em relacao

ao sistema de referéncia da base (SRB).

Para criar uma matriz inica que represente as coordenadas atomicas
da estrutura quimica de cada base no SRU, basta multiplicar as matrizes corres-
pondentes pela matriz de coordenadas homogéneas do atomo, da respectiva base,
onde os componentes de cada dtomo da base no SRU, podem ser apresentados na

seguinte forma:

zr(i) = xg cost + (yg cosa + zg sena) senf + xg
yr(i) = —xg senf + (yr cosa + zr sena) cos + yo (3.5)

zr(1) = —yr sena + zg cosa + 2y

Ou ainda, de modo simplificado, pode-se expressar matematicamente o

mesmo calculo destas matrizes através de:

E*=ERy Ry T, (3.6)
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onde
E* representa o objeto transformado, ou seja as coordenadas
atomicas de cada base em relacao ao SRU.
FE representa o objeto nao transformado, ou seja, as coordenadas
atomicas absolutas de cada base em relacao ao SRB.
R, ¢ a matriz de rotacao do angulo alpha «.
Ry é a matriz de rotacao do angulo theta 6.
T, a matriz de translacao das coordenadas da molécula no SRU.
Para facilitar a explicacao da representacdo geométrica das coordenadas das bases
em relacao ao sistema de referéncia do universo (SRU), a figura 3.3 ilustra as coorde-

«©0
7

nadas de um atomo qualquer de uma base “s” quando medido no sistema de referéncia

do universo SRU dadas por (P, P,) e no sistema de coordenada de referéncia da

base (SRB), dadas por (P, Py;), onde o; é a origem do sistema da base i.

Y &

,‘}(i

Figura 3.3: Representacao das coordenadas dos dtomos da base 4

O uso de matrizes possibilita uma manipulacao através de indices, tor-
nando o cédigo fonte mais legivel com a reducao do niimero de varidveis para manipu-

lar a mesma estrutura [78]. A principal motivagao do uso da representacao matricial
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das transformacoes geométricas, conforme foi mencionado, é a possibilidade de com-
binar as matrizes numa tunica e posteriormente multiplicar a matriz resultante pela
matriz de coordenadas. A composicao de matrizes é extremamente importante para
a consisténcia de comparacbes estruturais, pois proporcionam toda a informacao

necessaria para a construcao de modelos.

Tendo definido o modelo para a representacao geométrica das bases e
a colocacao aleatéria das mesmas no espago de simulacao, procede-se a evolucao
do sistema, ou seja, as bases sao movimentadas estocasticamente. A movimentacao
é feita mediante um algoritmo de translacao seguida de rotacdo das mesmas em
torno do sistema de referéncia de cada base (SRB). Os movimentos de translagao e
rotacdo, como indicado na figura 3.4, sao efetuados através de incrementos aleatdrios
(por soma de vetores) as coordenadas e angulos das bases, a partir de sua posicao
anterior, para reposicionar a base no espago de simulacao, com o uso da rotina de

gerador de nimeros aleatorios, ou seja:
x; = x; +ds,
Yy =yi+ds, (3.7)

*
z; =z +ds,

sendo ds, o incremento as coordenadas da molécula (vetor de translagoes), definido
por

ds = [n(dr) —1,&(dr) — 1,0.0]

onde 7 e £ sdo nimeros aleatdrios uniformemente gerados entre [0,1] e dr é o valor

maximo permitido para cada translacao.
Para os incrementos no angulo das bases, tem-se:
0 =0,+do (3.8)
onde dO ¢é a variacao do angulo da molécula no intervalo determinado.

A figura 3.4 ilustra o mecanismo de movimentacao das bases no espaco

bidimensional, onde T; e 6 sdo, respectivamente, o vetor posicao (translagdo) e o
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Figura 3.4: Movimentacao das bases

angulo da molécula em relagdo (orientacdo) ao sistema de referéncia do universo
(SRU) antes da movimentagao. Ainda, na mesma figura, tem-se Ty e 6, que repre-

sentam a nova posicao e angulo apds a aplicacao do algoritmo de movimentagao.

As coordenadas e o angulo de cada base sao atualizados a cada movi-
mento de translacao e rotacao da mesma, apés o que se investiga a possibilidade de
ligaces de hidrogénio entre as bases movimentadas e que possibilitem a formagao
de um determinado modelo de par de bases. Uma vez que um par de bases se forme
através das ligacoes de hidrogénio, o algoritmo “considera”a estrutura (par de bases)
como unica transladando as moléculas ligadas como uma s6. De acordo com meca-
nismos pré-estabelecidos (distancia, orientacao e natureza das bases), verifica-se a

qual modelo de par pertencem as ligacoes formadas.

Apds os movimentos de translagao e rotacdo aleatdrios das moléculas
no espaco de simulacdo, verifica-se o processo de agregacdo, ou seja, a formagao
das ligacoes de hidrogénio entre os sitios ativos das bases envolvidas. Este proces-

so é realizado através da andlise de critérios geométrico e energético. Inicialmente,
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investiga-se a formacao de ligacoes de hidrogénio para os pares de bases, consideran-
do o critério geométrico. Este procedimento é feito calculando-se a distancia entre
os sitios ativos das moléculas que determinam as pontes de hidrogénio do mode-
lo considerado e a orientacao das bases, segundo regras previamente definidas na

literatura. A andlise do critério energético serd discutida posteriormente.

Durante a verificacao da formacao das ligacoes de hidrogénio entre os
sitios ativos das bases envolvidas, considera-se a possibilidade de duas bases estarem
préximas de modo a favorecer geometricamente a ligacao de apenas uma ponte de

hidrogénio, como mostrado na figura 3.5.

Figura 3.5: Movimentacao das bases fora do sistema de referéncia

Deste modo, para que o algoritmo investigue, na medida do possivel,

todas (ou quase todas) as possibilidades de formagao de ligacoes de hidrogénio nos
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modelos de pares de bases, considera-se, além das ligacoes de hidrogénio duplas,

ligagoes simples (uma ponte).

Na hipétese de formacao de ligacao de hidrogénio simples, a ligacao é
aceita, e o modelo ¢ considerado como um par de bases com uma ligacao simples,
conforme nomenclatura para cada tipo de ligacdo simples formada entre as bases.
Assim, no préximo processo iterativo, além da verificacao de ligagoes de hidrogénio
entre as bases nao ligadas, o algoritmo também seleciona os pares formados por
ligacdo simples e investiga as possibilidades de formacao de ligacao dupla para um
determinado modelo. Este procedimento é realizado utilizando-se as técnicas de
transformacoes geométricas, aplicando-se um algoritmo de rotacdo com centro es-

pecifico.

Enquanto o movimento de translacao das bases pode ser tratado como
uma operagao simples, o movimento de rotacao destas em ponto arbitrario (fora do
SRB), deve ser considerado em trés passos. A razao é que quando as coordenadas de
um atomo sao multiplicadas por uma matriz de rotacao esta executa uma rotacao na
origem do sistema de referéncia da base. Deste modo, devemos primeiro transladar
as coordenadas do 4tomo da base nitrogenada para a origem do sistema de referéncia
desta, realizar a rotacao apropriada e, entao, transladar o dtomo rotacionado para

a sua posicao original.

Assim, a matriz que imprime o movimento de rotagao a uma das bases
do par ligado é a mencionada anteriormente; a rotacdo através de nm ponto arbi-

trario sendo dada por:

1. Matriz de translacao das coordenadas do 4tomo da base para a origem

do sistema de referéncia.
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1 0 0 0
. 0 1 0 0
T = (3.9)
0 0 1 0
|—Tr —YrR —Z2R 1_
2. Matriz de rotacao apropriada em torno da origem.
cosy —senwy
R, = (3.10)

0 0
0 0

0
seny cosvy 0
1
0

= o O O

3. Matriz de translacao das coordenadas do atomo da base para sua posicao

original.
1 0 0 0
0 1 0 0
T, = (3.11)
0 0 1 0
Tk Yr ZR 1]

Uma tnica matriz realizando estes trés passos pode ser obtida através
da multiplicacdo das matrizes das trés transformacoes, com o uso da técnica de
transformacoes homogéneas, obtendo-se as coordenadas correspondentes de cada

base no SRU, cujos componentes podem ser apresentados nas formas:

x5 = (To — Tr) cosvy + (Yo — Yr) seny + Tk
Yo = —(wo — xgr) seny + (Yo — yr) cosy +yr (3.12)

onde esta nota¢ao matemadtica significa que os vetores posigoes zg, yo € 2o (coorde-

nadas do centro de referéncia de cada molécula) no SRU sao transformados para z},
* * z : = . ~ ~

Yy € 25, apés a aplicacao da matriz de rotacao e zg, yg € zr sao as coordenadas

absolutas de cada dtomo (C,H,N,O) que compoem a estrutura quimica da base.
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Ou ainda, de modo simplificado, pode-se expressar matematicamente o

calculo destas matrizes através de:
X*=X T7'R, T, (3.13)

onde
X* e X representam as coordenadas do centro de referéncia da molécula apds e
antes de aplicar o movimento de rotacao respectivamente.
T~ é a matriz de translagao das coordenadas do dtomo da base para a origem
do sistema de referéncia (SRB).
R, é a matriz de rotagdo do angulo v
T, é a matriz de translacao das coordenadas do 4tomo da base para a posicao

original.

Efetuada a implementacao do algoritmo para o movimento de rotagao
com centro especifico (fora do SRB), verifica-se a possibilidade de ocorréncia de
uma nova ligacao de hidrogénio nos pares de bases formados por uma ligacao de
hidrogénio simples. O processo intermedidrio na verificacao do par de bases, isto
é, a possibilidade de formacao de uma ligacao de hidrogénio, é importante para se
calcular a acessibilidade relativa das diferentes geometrias de formacao de pares de
bases, ou seja, o quao facilmente um par de moléculas consegue se posicionar forman-
do uma dada geometria. Em seguida, prossegue-se com os mecanismos estabelecidos
no desenvolvimento do algoritmo de movimentacao das bases e pares no espaco de
simulacao. Apdés um niumero determinado de etapas computacionais, sao calculados
os parametros que descrevem a situacao atual do sistema. A seguir discute-se os

procedimentos usados na implementacao das condicoes de contorno consideradas na

simulacao.
3.4.3 Condicoes de contorno periédicas

Os sistemas macroscépicos possuem um numero de moléculas da ordem
do ndmero de Avogrado (10%); tais ndmeros seriam impossiveis de serem represen-

tados ou simulados em nossos computadores atuais. Entretanto, é possivel trabalhar
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com um grande nimero de dtomos e moléculas que pode representar razoavelmente

um sistema macroscopico através de condigoes de contorno periddicas [10].

O uso de condicoes de contorno periddicas é um artificio que visa mini-
mizar os chamados “efeitos de superficie” ou “efeitos de tamanho finito”, decorrentes
do fato do nimero de particulas utilizado nas simulacoes ser muito pequeno com-
parado ao numero de particulas existentes em sistemas macroscépicos. Em sistemas
macroscopicos, o numero de particulas préximas a superficie é insignificante frente
ao numero total de particulas. Ja nas simulacoes, este nimero é bastante signi-
ficativo. Considerando-se o fato que as particulas proximas as superficies possuem
menor mobilidade, chega-se a conclusao que os resultados das simulacoes podem ser

bastante diferentes do comportamento do sistema macroscépico [49].

Quando se utilizam condi¢oes de contorno periddicas, tudo se passa
como se o espaco de simulacao E fosse parte de nm sistema infinito, formado por
infinitas cépias do mesmo. Deste modo, é como se nao existissem fronteiras; quando
uma particula “sai”por um dos lados do espaco FE, ela emerge do lado oposto do
mesmo, uma vez que ¢ suposta a conservacao da massa. Isto faz com que nao haja
particulas proximas as paredes, diminuindo bastante os “efeitos de superficie”. 1
l6gico que os resultados continuam sendo aproximados, uma vez que o sistema fisico

simulado nao ¢ infinito nem tampouco periédico [72].

Para implementar as condicoes de contorno periédicas é necessdrio, apés
calcular a posicao (z,y, z) de cada molécula, verificar se a molécula continua nos
limites do espaco de simulacao ou se ela saiu do mesmo; neste dltimo caso, deve-
se fazer com que a mesma retorne ao espago de simulagao [34]. Para isto, basta

executar a seguinte operacao em cada uma das componentes da molécula:
Rz(i) = Rz(i) — BOXL|Rx(i)/BOX L] (3.14)

onde, BOXL é uma varidvel contendo o comprimento L. da caixa. Declaracoes seme-
lhantes sao aplicadas para as coordenadas y e z. A operacdo na equacao 3.14, é feita

através da fungéo anint(r) implementada no FORTRAN, que retorna o inteiro mais
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proximo de “z”convertendo o resultado para o tipo REAL; desta maneira anint(-
0.49) tem o valor 0, uma vez que anint(-0.51) é -1. Usando estes métodos, sempre
estamos utilizando as coordenadas das N moléculas que se encontram corretamente

na caixa central.

Além disso, sempre que for necessario calcular a distancia entre duas
moléculas p1 = (x1, y1, 21) € P2 = (9, Y2, 22), € necessario calcular a distancia minima
entre as duas, ou seja, ¢ necessario saber qual das cépias de p; estd mais préxima
de py [1]. Para isto, apds calcular as componentes dr = x1 — X9, dy = Y1 — Yo €

dz = 21 — 2, executa-se a seguinte operagio ':

Rx(i,§) = Ra(i, j) — BOXL| Rz (i, §)/ BOXL]
Ry(i, j) = Ry(i, j) — BOXL|Ry(i, j)/BOXL)| (3.15)
R2(i,5) = Rz(i,5) — BOXL|Rx(i,§)/BOXL|

O cédigo produz o vetor imagem minima, nao importando o tamanho da caixa.

Em suma, a idéia central é trabalhar com um grande ntimero de réplicas
que estao umas em contato com as outras através de suas fronteiras. Em cada com-
partimento réplica é simulada exatamente a mesma situacao; desta forma, apenas
um célculo na caixa central (principal) é necessédrio, mas a presenca das caixas vizi-
nhas é levada em conta através das interagoes com todas as caixas, simulando-se de
fato um grande continuo de sistemas idénticos a0 mesmo tempo. Se uma molécula
sai de uma das caixas, automaticamente entra na caixa vizinha, o que corresponde
a sua entrada no lado oposto da caixa central (principal), mantendo-se o niimero de

moléculas constante.

Apos a andlise dos processos de formacao de ligacoes de hidrogénio em
pares de bases com o critério geométrico, procede-se a etapa da verificacdo con-
siderando o critério energético, que ¢ de suma importancia nas propriedades mole-

culares.

londe a operacdo | | é feita através da intrinsica anint.
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3.5 Critério energético

Sabe-se que a geometria molecular, no limite a baixas temperaturas,
é governada pela energia potencial, ou seja, uma molécula se ajusta rapidamente
a geometria que dd a energia potencial mais baixa [87]. Neste sentido, indica-se
a importancia das consideracoes energéticas como segundo critério na verificacao
da formacao das ligacoes de hidrogénio entre as bases nitrogenadas, aborda-se a
metodologia utilizada na modelagem molecular, bem como o método e programa

utilizados na implementacao dos cdlculos energéticos considerados neste trabalho.

A modelagem molecular é uma ferramenta que pode ser utilizada para
propor diferentes estruturas e métodos de otimizacao de geometria para encontrar
a estrutura mais estdvel, como por exemplo, as interacoes entre anéis aromaticos
e calcular as diferentes energias para cada estrutura proposta [80]. Inicialmente
utiliza-se um programa computacional para gerar estruturas quimicas. Apos este
processo, deve-se proceder a otimizacao da geometria, que geralmente ¢é feita por

métodos acoplados ao proprio programa computacional.

Deste modo, partindo-se de modelos de ligacoes de hidrogénio entre
as bases nitrogenadas A, T,G e C definidos e conhecidos na literatura, bem como
das diferentes estruturas que estes podem formar, realiza-se a otimizacao e calculo
das energias destes diferentes modelos de pares de bases através da aproximacao
semi-empirica AM1 (Austin Model 1) implementada no programa CAChe [13]. Os
resultados energéticos obtidos serao utilizados na determinacao do fator de probabi-
lidade de Boltzmann, que sera aplicado na andlise do critério energético. Os valores
de energia para as moléculas otimizadas pelo método semi-empirico AM1 podem ser

comparados com dados encontrados na literatura [46, 76].

E importante salientar que existem intmeros trabalhos que apresentam
estudos relativos as energias de estabilizacao para os varios modelos de par de bases
bem como varios métodos de otimizacao destas geometrias. Podia-se selecionar da-

dos destes trabalhos e utiliza-los no calculo do fator de probabilidade de Boltzmann.
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O inconveniente é que todos estes apresentam os valores de energia para os pares
de bases considerando o nimero maximo de ligacoes de hidrogénio que cada modelo
pode formar; nao ha dados energéticos para modelos de par de bases consideran-
do apenas uma ligacao de hidrogénio. Desta maneira, para que se utilize valores
energéticos oriundos de um mesmo procedimento, nos célculos do fator de Boltz-
mann, computa-se os valores de energia de estabilizacao para ambas as classes de

modelos: par de bases com ligacoes de hidrogénio simples e miltiplas.

Em suma, utilizando-se o programa computacional CAChe, calculamos
os valores de energia para a formacao de cada modelo de par de bases com o nimero
maximo de ligacoes de hidrogénio e também para aqueles modelos formados por ape-
nas uma ligacdo de hidrogénio. O procedimento para a implementacao e andlise do
critério energético para a formacao do par de bases bem como os conceitos principais

de otimizacao sao descritos a seguir.

3.5.1 Otimizacao da geometria molecular

Antes de descrever o procedimento para a otimizacao dos pares de bases,
veremos algumas defini¢oes e fundamentos de otimizacao. Literalmente, otimizacao
corresponde a tornar algo “tao perfeito, efetivo ou funcional quanto possivel”. Desta
forma, podemos definir otimizacao como sendo um processo baseado em instrucoes

que permitam obter o melhor resultado de uma dada situacao.

Segundo Mundim [68], a otimizacdo da geometria é uma técnica que
visa encontrar num conjunto de coordenadas que minimizam a energia potencial do
sistema de interesse. O procedimento bdsico consiste em caminhar sobre a superficie
potencial na direcao em que a energia decresce, de maneira que o sistema ¢é levado
a um minimo de energia local préximo. Geralmente a configuracao final, apos este
processo, nao difere em muito da inicial. A minimizacao da energia cobre, portan-

to, somente pequena parte do espaco de configuracoes. Porém, pelos ajustes nas

posicoes atomicas, ela relaxa as distorcoes nas ligacoes quimicas, nos angulos en-
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tre ligacoes e nas interagoes de van der Walls [10]. A minimiza¢do de energia, ou

otimizacao da geometria, € um processo iterativo.

Para encontrar as conformagdes estdveis (minimos de energia) de uma
molécula, pode-se usar a mecanica molecular cldssica e a mecanica quantica semi-
empirica ou pode-se combinar ambos os métodos de otimizacao. Os métodos mecani-
co-cldssicos sao mais flexiveis que os métodos mecanico-quanticos [82]. Entretanto,
se a busca envolve a formagao e a quebra de ligacoes, com excecao das ligacoes de
hidrogénio que sao tratadas automaticamente por mecanica molecular, entao um

método quantico pode ser necessario [13].

A andlise conformacional consiste na exploracao de arranjos espaciais
(formas) energeticamente favordaveis de uma molécula (conformacoes). Na andlise
utiliza-se mecanica molecular, dindmica molecular, cdlculos quimico-quanticos ou
analise de dados estruturais determinados experimentalmente por RMN ou cristalo-
grafia de raios-X, por exemplo [68]. Os métodos de mecanica molecular e quimico-
quanticos sao empregados para calcular as energias conformacionais, enquanto os
métodos de busca sistemadtica e aleatdria, de Monte Carlo, de dindmica molecular
e de geometria de distancias (freqlientemente combinados com procedimentos de

minimizagao de energia) sdo usados para explorar o espago conformacional [61].

Todos os métodos gradiente de otimizacao de geometria cléssicos e
mecanico-quanticos encontram uma conformacio de energia minima préximo da
geometria inicial [10]. Este minimo ndo ¢ necessariamente o verdadeiro minimo de
energia global da estrutura. Portanto, as vezes, é necessario comparar muitas con-
formacoes possiveis de uma molécula para encontrar um minimo global verdadeiro,
ou varios minimos mais baixos. Este processo é conhecido como pesquisa confor-
macional e tem sido desenvolvido uma variedade de métodos para tratar situacoes

diferentes.

Neste sentido, para otimizar uma molécula, o programa CAChe ajusta

sistematicamente as coordenadas dos dtomos na molécula, até que a conformacao
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de menor energia seja encontrada. Deste modo, os procedimentos disponiveis para

otimizacao com CAChe sao:

e uso da Mecanica computacional, que através da geometria de uma dada
molécula, aplica célculos da mecanica classica para reduzir os desvios

da estrutura, em relacao aos valores em mecanica cléssica ideal;

e uso da aplicacao computacional MOPAC, que usa a presenca e as
posicoes dos elétrons entre os dtomos para calcular a energia minima

de uma estrutura baseada na equacao de Schrodinger;

e sobrepondo uma molécula otimizada sobre a outra para ver as diferencas

estruturais entre elas.

3.5.2 Modelagem molecular usando o software CAChe

CAChe é uma ferramenta de modelagem molecular auxiliado por com-
putador, que opera sobre sistemas Microsoft Windows ME, Microsoft Windows 98
ou Microsoft Windows NT 4.0 [13]. O planejamento molecular auxiliado por com-
putador (CAMD, do Inglés Computer Assisted molecular Design), consiste na inves-
tigacao das estruturas e propriedades moleculares usando a quimica computacional
e técnicas de visualizacdo grafica. Este programa é suficientemente flexivel e fornece
subsidios para desenhar, modelar e realizar cdlculos de uma molécula. Além disso,
apresenta uma interface grafica para construcdo e manipulacao de estruturas mole-
culares, bem como de moédulos de calculo de propriedades moleculares em diversos
niveis de aproximacao. Sao disponiveis métodos classicos como Mecanica Molecular
e Simulacbes por Dinamica Molecular e Monte Carlo, além de métodos quanticos ab

wmnatio e semi-empiricos.

Deste modo, usando a quimica auxiliada por computador (CAChe),
pode-se medir “precisamente” a geometria de uma estrutura bem como locar as
distancias dos dtomos e angulos de ligacao para cada valor desejado. Neste, os

calculos exploram as caracteristicas do exemplo quimico, predizendo propriedades
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tais como a distribuicao de elétrons e gerando conformacgoes que possuem energia
potencial ou valores de calor de formagao baixos. Os cdlculos sobre a molécula
sao realizados por aplicacoes computacionais, as quais usam equacoes da mecanica
classica e quantica. Os resultados experimentais obtidos em CAChe podem ser

exibidos por varios caminhos, tais como:

e Movimento dos 4tomos da molécula e ligacoes produzindo uma estru-

tura otimizada ou de baixa energia;

e Amostra das propriedades eletrénicas como superficies sobrepostas

sobre uma molécula;

e Construcdo de graficos de energia tridimensionais vistas ao longo de

uma série de conformacdes de baixa energia;

e Andlise dos dados experimentais como uma extensao de valores con-
tidos num arquivo de dados ou arquivo de saida, gerados automaticamente por cada

experimento.

Além disso, CAChe oferece muitas opgoes diferentes de exibir os dtomos
e ligacOes para que se possa ver facilmente a aparéncia da molécula inteira, ou
porcoes selecionadas, sem alterar a estrutura molecular. Deste modo, pode-se exibir
a molécula como o desenho em linha simples, ou esferas e cilindros tridimensionais,
ou como uma combinacdo de muitos estilos diferentes de modelagem. Uma outra
propriedade que o CAChe contempla é a possibilidade de usar modelos de estrutura
molecular dos exemplos contidos no Fragment Library (Biblioteca) que acompanham
o programa. Também inclui, por exemplo, o planejamento de sinteses, a pesquisa

de banco de dados e a manipulacao de bibliotecas combinatoriais.

Para estudar sistemas de um grande nimero de moléculas ou dtomos,
como em estruturas de macromoléculas bioldgicas, a quimica computacional pode

fazer uso da chamada mecanica molecular, MM. Esses casos, em geral apresentam
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conformacoes favorecidas energeticamente, e os resultados destes calculos podem

auxiliar na compreensao de problemas complexos [87].

Segundo Allinger [2], é importante notar que os célculos de MM séo
feitos em um “modelo molecular”. Esse modelo possui propriedades, as quais repro-
duzem fatos experimentais, que nao correspondem a uma reproducao fiel da molécula
em estudo. Somente significa que a informacdo, em particular, que foi usada para
desenvolver o modelo, é reproduzida pelo modelo. Um campo de forca molecular
descreve uma energia potencial de uma molécula em relacao a energia de uma dada
geometria de referéncia. O campo de forca contém parametros de constantes de forca
que sao obtidos indutivamente de uma comparacao sistematica entre propriedades

moleculares observadas e calculadas.

Ao realizarmos calculos de MM estaremos tentando predizer proprieda-
des de moléculas e de sistemas moleculares, tais como, calor de formagao, energias
de conformeros, barreiras de rotacao, geometria de sistemas no estado fundamental,
geometria de moléculas em cristais e geometria do estado de transicao, entre ou-
tros. Deste modo, a energia mais baixa ou estrutura étima da conformacao de uma
molécula exibe caracteristicas e propriedades que mais parecem refletir o verdadeiro

comportamento de um exemplo quimico.

3

Neste sentido, utiliza-se aqui o programa computacional CAChe [85]
para gerar estruturas dos modelos de ligacoes de hidrogénio entre as bases nitro-
genadas (purinas e pirimidinas) que sio a base da estrutura do DNA. Apds este
processo, utiliza-se o método especificado para o calculo de otimizacao da geome-

tria.

3.5.3 Procedimentos para Modelagem usando CAChe

Para fazer modelagem molecular precisa-se gerar uma estrutura de um
exemplo quimico, isto pode ser feito no CAChe Editor [13]. Apés desenhar a es-

trutura de cada uma das bases bioldgicas Adenina, Timina, Guanina e Citosina,
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usando as ferramentas do CAChe, muitos atributos sobre as propriedades destas
estruturas podem ser analisados. Por exemplo, angulos e comprimentos de ligacao,
caracteristicas espectrais e atributos termodinamicos, os quais podem ser obtidos

usando diferentes aplicagoes.

Para que se tenha uma estrutura correta para cada base é preciso fazer
uso de um programa que “conhega” as regras de ligacoes. O Programa CAChe possui
ferramentas préaticas que fornecem uma estrutura final correta. Assim, ele aperfeicoa
a estrutura da molécula com o uso do menu Beautify. Basicamente, o que Beautify

faz é dar angulos e comprimentos de ligacoes corretos para a estrutura desenhada.

Selecionando Beautify e a opcao Comprehensive tem-se a estrutura em
ligacdo convencional satisfazendo as regras de valéncia e hibridizacao dos objetos
selecionados e corrigindo a estrutura do anel e a geometria. Ainda usando as ferra-
mentas do CAChe é possivel rotacionar cada uma das estruturas desenhadas para se
ter uma idéia das diferentes orientacoes que elas podem ter no espaco e das partes

da molécula que estao interagindo através das ligacoes de hidrogénio.

Com o programa CAChe, pode-se ver uma animacdo de ligacdes de
hidrogénio; o caminho que a animacao ilustra é a formacgao e a quebra das ligacoes
de hidrogénio na formacao do par de bases, mas nao se deve esquecer que esta é
uma interacao fraca, ela vai e volta e sé se torna estavel considerando um grande

numero de ligacoes de hidrogénio na estrutura, como por exemplo em DNA.

Para criar as ligacoes de hidrogénio nos pares de bases precisamos ini-
cialmente aproximar as duas bases que formarao o par. Apds alinhar as moléculas
adequadamente, ajusta-se as distancias e as orientacoes das ligacoes de hidrogénio do
respectivo modelo, usando as ferramentas do CAChe. Em suma, os passos utilizados

na construcao dos pares de bases sao:

e Seleciona-se os tipos de bases (A, T,G,C) que formarao o modelo;
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e Posiciona-se cada base na orientacao adequada para a formacao do par

de base desejado;

e Calcula-se a distancia e orientacao dos dtomos doador e receptor par-

ticipantes da ligacao de hidrogénio;
e Conecta-se os dtomos que estarao envolvidos na ligacao de hidrogénio;

e (Cria-se as combinacoes dos pares de bases através da conexao dos

adtomos envolvidos na ligacao de hidrogénio;

Apos fazer cada combinacao dos modelos de pares de bases, ajusta-se
a geometria de cada modelo através do comando Beautify do CAChe, corrigindo a
valéncia, hibridizacao, geometria e as estruturas de cada anel aromético. Assim,
CAChe satisfaz as regras de valéncia e hibridizacao das moléculas em cada passo,
através de alteracoes nos angulos e comprimentos das ligacoes de hidrogénio do
par de bases para valores quimicamente confidveis (de acordo com valores ideais da
mecanica cldssica). Além disso, CAChe for¢a as estruturas ciclicas dentro do anel,
analisando a estrutura planar ou outra conformacao, ajustando comprimentos de

ligacao para valores apropriados.

Através da Mecanica molecular pode-se determinar o calor de formagao
das bases e pares de bases nitrogenadas ou a estabilidade relativa de diferentes
moléculas. Dado um certo conjunto de parametros existentes no programa com-
putacional, pode-se efetuar um cédlculo para determinar diferentes atributos ter-

modinamicos das moléculas.

Deste modo, usando a ferramenta computacional Project Leader, pode-
se determinar o calor relativo das bases e seus pares. Este componente do CAChe
simplifica a aplicacao computacional, necessitando especificar primeiro a propriedade
do experimento quimico que se deseja avaliar e, entdo, escolhendo o procedimento
para andlise daquela propriedade. Além disso, o Project Leader oferece a habilidade
para realizar calculos sobre varios exemplos quimicos ao mesmo tempo. Os proce-

dimentos no célculo do calor de formacgao das bases e pares de bases usando CAChe
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sao apresentados em uma tabela que exibe em cada coluna: os modelos dos exemplos
quimicos, as propriedades moleculares investigadas, os procedimentos selecionados
e os resultados obtidos. Assumindo que o calor de formacao de uma reacdo é a
diferenca entre o calor de formacao dos produtos e o dos reagentes, a energia de
estabilizacao para cada modelo de par de bases pode ser obtida através da seguinte
equacao:

AEA...B — EA...B _ (EA + EB) (316)

Assim, verifica-se, na equagao (3.16), que a energia de estabilizacdo de cada par
de bases expressa por A...B (AEA~P) ¢ determinada pela diferenca na energia
do par (E4+P) e a soma das energias das bases isoladas (E4, Ef). As energias
EAB BA o EB foram calculadas com o método semi-empirico AM1 disponivel no
programa computacional CAChe. Deste modo, a “reacdo”é a formacao das ligagoes
de hidrogénio. Se a formacgao da ligacao de hidrogénio é energeticamente favoravel,

o AF de estabilizacao serd negativo, sendo serd positivo.

B importante salientar que, para os modelos com ligacoes de hidrogénio
simples, a energia de estabilizacao é calculada de acordo com cada geometria que
esta tém no par. Assim, verifica-se que alguns modelos de ligacoes de hidrogénio
simples apresentam pequenas variacoes nos valores de energia de estabilizacao de-
pendendo do tipo de par de bases em que se encontra. Esta pequena variacao é
devido a mudanca na geometria quando o par de bases é formado. Como nao existe
uma regra ditando se a acessibilidade geométrica favorecera um modelo de ligacao
dupla ou outro, compara-se os valores da energia de estabilizacao de cada ligacao
simples comum a dois modelos e seleciona-se qual tem menor energia (maior fator
de probabilidade), uma vez que é o mais provivel. Uma vez definida a forma de
determinacao da energia de estabilizacdo para a formacao do par de bases, dada
pela equacao 3.16, pode-se empregé-la no cdlculo das energias de estabilizacao para
todos os modelos de par de bases existentes e possiveis entre as bases nitrogenadas.
Posteriormente, estes valores de energia serao usados na andlise do fator de proba-

bilidade de Boltzmann, os quais sao de suma importancia na andalise da formacao

do par de bases com o critério energético.
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3.6 Verificacao das ligagoes de hidrogénio considerando o

critério geométrico

Apos a implementacado do processo estocdstico na evolucao do sistema
e estando as moléculas na nova posicao, investiga-se a presenca de sitios ativos
(dtomos doador e aceptor) entre as vizinhancas destas moléculas, que possibilitem

a formacao de ligacdes de hidrogénio para os modelos de pares considerados.

Desta maneira, como utilizado por Ippolito et al. [50], para o critério
geométrico, a formacao das ligacoes de hidrogénio é definida pelo calculo da distancia
entre os dtomos aceptor e doador (participantes da ligacdo), a orientacao das molé-
culas (posicao geométrica adequada dos sitios ativos) e a natureza das bases nitro-

genadas.

Cabe salientar aqui que, num primeiro passo, o algoritmo faz a verifi-
cacdo da formacgao das ligacdes entre as bases nitrogenadas pelo critério geométrico.
Isto significa que ele nao diferencia entre ligacoes de hidrogénio fortes e fracas. Fe-
lizmente, existem relacoes simples entre as propriedades geométricas e energéticas
nas ligacoes de hidrogénio. Assim, uma ligacao linear com uma distancia curta entre
os atomos doador e aceptor é certamente mais forte que uma nao-linear para um
valor maior desta distancia. No entanto, com este critério é possivel realizar uma
selecao energética “razoavel”, através da variacao dos limites geométricos como, por

exemplo, a variagao da distdncia de ligacao de hidrogénio (Varmax no caso).

Especificamente para identificar as ligacoes, o algoritmo investiga a
distancia entre os pares de dtomos doador (d) e aceptor(a) das moléculas; que sa-

tisfazem o critério geométrico para a formagao de ligacao de hidrogénio.

Se for constatada a presenca de sitios ativos que, de acordo com o0s
critérios estabelecidos, formam ligagoes de hidrogénio, é definida a reagéo (ligacao)
respeitando as seguintes consideracoes:

e 0 nimero de bases nitrogenadas (A, T, G e C) envolvidas é modificado;
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e 0s sitios ativos do par formado sao “congelados”, isto é, sem envolver um atomo
aceptor ou doador em ligacdes mais que uma vez;

e a conectividade do par formado deve levar em consideracao o modelo;

e 0 par formado por uma ligacdo simples é investigado para a possibilidade de

formacao de uma ligacao dupla (ou tripla no caso de GCWC) .

As reagbes (formacoes de ligacoes) que podem ocorrer, de acordo com
os modelos considerados, segundo dados da literatura [24] sao:
a)Adenina/Adenina
b)Adenina/Timina
¢)Timina/Timina
d)Guanina/Citosina
¢)Guanina/Guanina
)

f)Citosina/Citosina

Considera-se aqui, como inovacao, e etapa intermedidria aos processos
de formacao de pares, a andlise das caracteristicas geométricas e energéticas para
modelos formados apenas por ligages de hidrogénio simples (1 ponte de hidrogénio).
Esta consideracao ¢ importante para se calcular a acessibilidade relativa das dife-
rentes geometrias de formagao dos pares, ou seja, o quao facilmente um par de
moléculas consegue se posicionar formando uma dada geometria. Por exemplo,
se entre as bases Adenina e Timina existe uma ligagdo de hidrogénio simples N6-
H....04, este par pode vir a formar um modelo de ligacdo de hidrogénio de Watson
e Crick ou o modelo de Hoogsteen, pois ambos possuem este tipo de ligacdo de

hidrogénio em sua formagao.

3.7 Verificacao das ligacoes de hidrogénio considerando o

critério energético

Por volta de 1953, Metropolis e colaboradores [65] introduziram um

algoritmo simples para simular a evolucao de um sélido em um banho em equilibrio
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térmico. O algoritmo introduzido por estes autores é baseado em técnicas de Monte

Carlo e gera uma seqiiéncia de estados do sélido como descrito a seguir.

Considera-se num sélido que se encontra num estado ¢, com energia Fi.
Entao o préximo estado j é gerado aplicando-se um mecanismo de pertubacao, que
transforma o estado corrente num préximo por uma pequena distor¢ao. Deste modo,
a energia do préximo estado é Ej. Assim, se a diferenca de energia Fj— Ei for menor
ou igual a zero, o estado j é aceito como estado corrente. Se a diferenca de energia
for maior que zero, o estado j sera aceito com uma certa probabilidade que é dado

por

1
KT (3.17)

exp (

onde T denota a temperatura do banho quente e kg é uma constante fisica conhecida
como constante de Boltzmann. A regra de aceitacao descrita é conhecida como
critério de Metropolis e o algoritmo que o usa como Algoritmo de Metropolis [65]. O
equilibrio térmico é caracterizado pela distribuicao de Boltzmann. Esta distribuicao
d4 a probabilidade de sélidos estando no estado 4 com energia Fi na temperatura

T, e é dado por

. 1 —F;
Po{X =i} = 7o eap (K—BT) (3.18)

onde X é uma varidvel estocdstica denotando o estado corrente do sélido. Z(T') é a

funcao de particao que é definida por

Z(T) =) _ep (~B(j)/ksT) (3.19)

onde o somatoério abrange todos os estados possiveis. Na equagao 3.19 o termo
exponencial (exp (—F(j)/KgT)) é conhecido como o fator de Boltzmann. Note que

a soma ¢ feita para todos os estados possiveis do sistema.
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Para tornar mais clara esta explicacao, podemos observar, na figura 3.6,
o que foi exemplificado acima, onde a probabilidade associada a um estado decresce
com a energia, ou seja, a distribuicao de Boltzmann mostra que a populacao de
estados decresce com a energia. Deste modo, a probabilidade p(j) que um sistema

esteja em um estado j depende exponencialmente da energia do estado.

ENERGIA

POPULAGCAO

Figura 3.6: Distribuicdo de Boltzmann [63]

Assim, a verificagdo da formacgao de ligacdes de hidrogénio nos pares de
bases, segundo o critério energético, é baseada no fator de probabilidade de Boltz-
mann. Neste sentido, de posse dos valores das energias de interacoes para todos os
modelos de pares de bases, calculados com o programa computacional CAChe e o
método AMI, utiliza-se a funcao distribuicdo de Boltzmann, como descrita anteri-
ormente, para calcular o fator de probabilidade de ligacao para cada modelo de par

de bases.

E importante salientar que, para fins de interpretacao, assumimos que
o sistema (par de bases) estd em equilibrio térmico com uma temperatura T e uma

dada energia Ei, ou seja, ja se encontra num estado de energia apropriado. Também
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destaca-se que inicialmente considera-se somente a probabilidade energética na for-

macao dos pares de bases, sem levar em conta os niveis energéticos.

Neste sentido, supomos que o algoritmo encontre-se num estado onde
a andlise do critério geométrico, para a verificacao da formacao do par de bases,
tenha sido efetuada. Isto significa que todos os detalhes envolvidos no processo de
formacdo do par de bases considerando o critério geométrico sao especificados (e
conhecidos dentro do programa computacional). Uma vez considerando um estado
de menor energia, calcula-se o fator de probabilidade energético para cada modelo
de par de bases. Assim, o algoritmo deve agora decidir entre duas alternativas para
a considera¢ao do critério energético. O procedimento é feito através de um processo

de decisao, que é ilustrado na figura 3.7.

Aceita a ligacio do Par
de bases pelo critério
energético

Pares de bases (A, T, G e C)
ligadas por critério geométrico

Nio aceita a ligagdo do
Par de bases

Figura 3.7: Processo de decisao

Assim, de acordo com a figura 3.7, considera-se nm par de bases (A...B)
formado apenas pelo critério geométrico. A probabilidade p,p deste par de bases
(A...B) formado pelo critério geométrico ser formado também pelo critério energético
é entao avaliada (isto pode ser feito uma vez que todos os detalhes que permitiram
a formagao do par de bases pelo critério geométrico sao conhecidos). Deste modo,

o processo de decisao consiste nos seguintes passos:

- Um ndmero aleatério (R) ¢é selecionado (usando subrotinas padroes

do computador: random-number) com R no intervalo [0,1].
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- Se R < pap, o algoritmo aceita a ligacao de hidrogénio do par de

bases também pelo critério energético;

- Se R > papg, o algoritmo nao aceita a ligacao do par de bases pelo
critério energético, ou seja, energeticamente a probabilidade deste par de bases ocor-
rer é nula e as bases sdo “soltas” caminhando para um novo processo de verificacao

de ligacao através dos critérios estabelecidos.

Aqui pap é o fator de probabilidade de ligacao associado a cada modelo
de par de bases A-B. Deste modo, a probabilidade p4p de que um determinado par
de bases esteja em um estado AB depende exponencialmente da energia do estado

do par de bases, ou seja,

pap X exp (—E(AB)/kgT)

Os dois critérios, anteriormente descritos, geométrico e energético, sao
importantes para analisar os fatores de natureza essencialmente fisica que intervém
nos processos relacionados a formacao do par de bases. FEm relacao ao primeiro
critério, deduz-se que nm bom par de bases é aquele que satisfaz a natureza dos
efeitos de distancia e de orientacdao adequada para ocorréncia das ligacoes de hidro-
génio. O segundo critério salienta que deve existir sempre alguma afinidade quimica,
como proximidade de grupos reativos, na formagao das ligagoes, caso contrario nao
ocorrera formacao de uma reacao significativa. H4, portanto, necessidade da consi-

deracao de ambos os critérios na andlise da formacao dos pares de bases analisados.

A seguir, apresenta-se os resultados obtidos na simulacao computacional
dos processos de formagao de ligagoes de hidrogénio dos pares de bases, bem como

as caracteristicas e aspectos relevantes encontradas nestas simulacoes.
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Neste capitulo, sao apresentados os resultados obtidos via simulacao

computacional dos processos de formacéo dos pares de bases considerando os critérios

geométrico e energético. Para facilitar a apresentacdo, optou-se por subdividi-la em

secoes, de acordo com as propriedades analisadas e os parametros observados para

os modelos de ligacoes de hidrogénio, ao mesmo tempo que serao discutidos os re-

sultados.

Primeiramente é apresentada a sistematica utilizada, tanto do ponto

de vista da coleta de dados quanto da apresentacao dos mesmos. Com referéncia a

primeira, esta foi realizada para cada modelo tomando como base uma planilha de

experimentos expressos na tabela 4.1, na qual variam-se as dimensoes do espaco de

simulagao; os iniciadores de cada experimento (seed) e desvios no comprimento das

ligacoes de hidrogénio (varmaz).

Tabela 4.1: Planilha de experimentos

Ezxperimentos | Dimensoes | Seed | Varmax
Al 340 x 340 | 4109 0.20
A2 370 x 370 | 4109 0.20
A3 360 x 360 | 4109 0.20
B1 340 x 340 | 3837 | 0.20
B2 340 x 340 | 4109 0.20
B3 340 x 340 13 0.20
C1 370 x 370 13 0.28
C2 370 x 370 13 0.15
C3 370 x 370 13 0.19
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4.1 Parametros de simulacao: dominio, iniciadores e

varmax

Com o objetivo de analisar a dependéncia da evolucao de cada um dos
modelos de ligacoes de hidrogénio entre as bases em fungao do nimero de etapas
computacionais, foram realizados experimentos com trés parametros de controle, os
quais sao especificados na tabela 4.1. A determinacao dos valores das dimensoes
levaram em consideracdo o nimero de moléculas (bases), seus respectivos raios e a

sua mobilidade no espaco de simulagao.

O modelo de simulacao aqui descrito apresenta alguma dependéncia em
funcao de como se inicia o processo, desde a etapa de colocagao bem como da movi-
mentacao das moléculas. Com isso, cada experimento é “pré-estabelecido” quan-
do da escolha do pardmetro inicial do gerador de numeros pseudoaleatérios (seed
ou semente !). Seria necessdrio um ntimero muito elevado de experimentos para
simular todas as possiveis evolucoes de configuracdo para um determinado sistema
(qualquer linha da tabela 4.1). Por outro lado, nm 1nico experimento (um tinico ini-
ciador) pode vir a ser demasiadamente dependente do caminho pelo qual se procede

a evolugao, podendo nao ser representativo [33].

Para contornar esta probleméatica de probabilidades na evolucao do sis-
tema, consideramos a combinacao de duas estratégias de amostragem. A primeira
consiste em ao invés de avaliar cada evento (movimentagao ou ligacao), contabilizam-
se um conjunto deles; ap6s ter sido satisfeita uma condigéo temporal (NPAR-ntimero
de etapas computacionais para a verificagdo de parametros). Em segundo lugar,
utiliza-se, para a avaliacao de cada parametro do sistema, a média simples ou es-
pecifica para o parametro em questdo de um conjunto de experimentos (diferentes

iniciadores) para cada uma das linhas da tabela 4.1.

listo porque nao se tem um gerador de nimeros aleatérios ideal e sim um gerador de niimeros
pseudoaleatdrios
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A realizacdo de mais de um experimento (mais de uma semente) visa
o tratamento estatistico dos dados na obtencao dos resultados. Um estudo classico
para o desenvolvimento de numeros pseudoaleatérios é apresentado na literatura
[28], sendo a rotina geradora aquela que apresenta uma distribui¢do uniforme para
o iniciador 13. Um estudo preliminar, dividindo o intervalo que corresponde a esta
série em oito subdivisoes, apresentou alguns desses valores igualmente espacados, dos

quais foram selecionados trés deles (INI=13, 4109 e 3837) para serem experimentados

[33].

O tratamento estatistico simplificado pode entao ser ilustrado na cons-
trucao dos graficos do “Numero de ligacdes x Numero de iteracdes” para os experi-
mentos realizados. Como aqui se faz necessario um grande nimero de experimentos,
para contemplar o numero de modelos a serem avaliados, optou-se pela utilizacao
de trés iniciadores, os quais sao especificados na tabela 4.1, nos experimentos das

séries B1, B2 e B3.

Com a finalidade de observar a dependéncia da evolucao da formacao de
cada modelo de par de bases em relacao ao comprimento das ligacoes de hidrogénio
entre os sitios ativos (doador (d) e aceptor (a)), foi considerada uma varidvel varmax,
a qual define os desvios aceitos no comprimento da ligacao de hidrogénio. Para tanto,
na verificacdo das ligacoes de hidrogénio nos pares de bases, utiliza-se o critério
geométrico, onde uma ligacao de hidrogénio se forma se a distancia entre os atomos
aceptor (a) e doador(d) segue a relagdo (X — varmaz) < DistP < (X +varmaz),
onde DistP ¢é a distancia verificada entre os sitios ativos das bases envolvidas na

ligacdo de hidrogénio e x é o valor médio ou aceito da distdncia da ligacao de

hidrogénio considerada, a qual no caso é 3.0 A.

Os desvios padroes considerados, aqui designados pela varidvel varmax,
e apresentados na tabela 4.1 por C1, C2 e C3, estao em concordancia com os dados

da literatura [58, 91].
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A avaliacao da evolucao do proprio processo de ligacoes de hidrogénio,
através do gerenciamento de parametros de saida, permite destacar os resultados

para cada modelo considerado, tais como:

e o numero de ligacoes em funcao do nimero de etapas computacionais;

e o numero médio final de formagao de pares de bases (ligagoes de hidrogé-

nio) para cada modelo;

e o processo intermedidrio de formacao de ligacoes de hidrogénio simples
em relacdo as ligagdes multiplas (duplas) tanto no critério geométrico

quanto no energético;

e 0 comportamento quantitativo e qualitativo das curvas de formacao
de ligacoes com critérios geométrico e energético no inicio do processo

iterativo;

e a probabilidade de ocorréncia de cada modelo em relacao a cada classe

de par de bases.

Para o estudo dos resultados e avaliacao dos parametros acima rela-
cionados, o programa computacional gera 3 tipos de relatérios. O primeiro apresen-
ta a evolucao do sistema passo a passo, isto é, a cada ligacdo é computada a etapa
computacional, as moléculas ligadas formando os pares de bases e o tipo de modelo
formado. O segundo, gerenciado a cada NPAR (nimero de etapas computacionais)
ou miultiplo dele, apresenta informacoes sobre o ntiimero de ligacoes ocorridas, a etapa
computacional, os tipos de moléculas ligadas e o modelo de ligacdes de hidrogénio
formado. E um terceiro, o mais significativo, que apresenta um resumo geral do
estado em que se encontra o sistema, apos um numero estabelecido de etapas com-

putacionais.

Cada um dos experimentos gera estes relatérios que, posteriormente,

sao tratados, tabelados e/ou graficados, conforme o caso. No prosseguimento deste
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trabalho sao apresentados os principais resultados obtidos do conjunto de simu-
lagoes (tabela 4.1) realizado para cada nm dos modelos computacionais analisados
com os critérios geométrico e energético. Para facilitar a andlise e compreensao dos
resultados, inicialmente apresenta-se aqueles obtidos com o critério geométrico. Os
resultados com o critério energético sao descritos comparativamente aqueles anteri-

ormente obtidos.

4.2 Simulagoes com o critério geométrico

A verificagao do desempenho de cada modelo pode ser realizada através
da anélise da evolucao do sistema em relacdo ao “tempo virtual” (nimero de etapas
computacionais). A avaliacdo preliminar pode ser estabelecida de duas formas: a
primeira interna a cada modelo, com a andlise do efeito da variacao dos parametros

de simulacao (dimensdo, varmax e semente), a outra por comparacao entre os dife-

rentes modelos estudados.
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Figura 4.1: Andlise da conversao na formacao dos pares de bases: experimento Al
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Numa visdo panoramica dos resultados dos modelos de ligacoes de
hidrogénio envolvendo as bases A e T ou G e C, conforme exemplificado na figu-
ra 4.1, observou-se que, com a variagao dos parametros a conversao (razao entre o
nimero de ligagdes e o nimero maximo de ligacoes possivel) alcangou um valor en-
tre 97% e 98% para quase todos os experimentos simulados com os dados da tabela
4.1. A figura 4.1 mostra a curva de conversao em funcao do numero de etapas com-

putacionais para o experimento da série A1 (conforme tabela 4.1). E importante
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Figura 4.2: Ligacoes de hidrogénio totais entre A e T com iniciadores: Bl, B2 e B3.

salientar que, apés 1.9 x 10* etapas computacionais, quase todas as simulacoes po-
dem ser consideradas como tendo atingido o grau maximo de conversao compativel
com as condicoes da simulagao, isto é, chegaram a um ponto estaciondrio. O mes-
mo comportamento foi observado nas simulagoes envolvendo as bases nitrogenadas

Guanina e Citosina.

Os resultados analisados, com respeito a variagdo dos parametros (di-
mensdo, seed, varmax), mostram que estes pouco afetam o comportamento quanti-
tativo dos pares de bases. Como por exemplo, verifica-se na figura 4.2, o efeito dos

trés iniciadores (seed) para os experimentos das séries B1, B2 e B3; que nao existem
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diferencas significativas quanto ao numero total de ligacoes obtidas na formacao dos

pares de bases [15].

Também hé pouca diferenca comparando-se o nimero de ligacoes entre
08 experimentos das séries A2 e B2. Assim, com as mesmas sementes e varmax,
mas com dimensoes diferentes, estes apresentaram 1007 e 1017 ligacoes totais, res-
pectivamente, como se verifica na figura 4.3. O ntumero total de bases contidas no

dominio é de 2048.
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Figura 4.3: Ligacoes de hidrogénio totais entre A e T: experimentos A2 e B2.

A ordem de ocorréncia para o numero de ligacoes de uma série para
outra, é pouco afetada, exceto para as séries C2 e C3 onde observa-se uma pequena
variacao. Este fato se deve ao valor do varmax (variagdo no comprimento das ligacoes

de hidrogénio), que estes apresentam.

4.2.1 Ligacoes simples e duplas entre as bases Adenina e Timina

Os modelos de ligacoes de hidrogénio simples entre as bases A e T

desempenham um papel importante para todos os modelos simulados. Isto porque,
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elas participam das etapas de iniciagao na formagao dos modelos de ligacoes miiltipla

(dupla), ou seja, sdo nm processo intermedidrio na formagao dos pares de bases.

Uma andlise das ligacdes de hidrogénio simples (uma ligagao de hidrogé-
nio), entre as bases nitrogenadas A e T, indica que existem 4 modelos diferentes,

3

que sio reconhecidos como Ipa (AN6,TO4), 1pb (AN1,TN3), 1pc (AN6,TO2) e 1pd
(AN7,TN3) onde, por exemplo, a notagao 1pa (AN6,TO4) significa uma ligacdo de
hidrogénio simples entre o nitrogénio 6 da Adenina e o oxigénio 4 da Timina (ver

tabela 2.3 na se¢ao 2.6.)

Relativamente as caracteristicas dos modelos com ligagoes de hidrogénio
duplas, conforme dados da literatura [45]; os 4 tipos existentes sio ATWC (Adenina
¢ Timina de Watson e Crick) que envolvem em sua formacao as ligacoes de hidrogénio
1pa e 1pb; ATrWC (Adenina e Timina reverso de Watson e Crick) para 1pb e 1pc;
ATH (Adenina e Timina de Hoogsteen) para 1pa e 1pd e ATrH (Adenina e Timina
reverso de Hoogsteen) para 1pd e Ipc. Cada tipo de ligagao simples pode contribuir
para a formacao de 2 modelos de ligacoes duplas; isto depende de sua acessibilidade
geométrica, ou seja, o quao facilmente num par de moléculas consegue se posicionar

formando uma dada geometria.

Quanto aos resultados da formagao de ligacoes de hidrogénio simples,
com o critério geométrico, observa-se para quase a totalidade dos experimentos a
existéncia de diferencas significativas entre os modelos. Esta constatacao pode ser
confirmada escolhendo-se, como por exemplo, o experimento da série C2 apresentado
na figura 4.4, onde sao apresentadas as curvas de formacao para os 4 modelos de
ligacoes simples. Nesta pode-se concluir que os modelos 1pa na relagao 40/79, e
1pc na relacdo 31/79, ocorrem em maior quantidade relativamente aos modelos 1pb
na relacao 4/79, e 1pd na relagao 4/79, onde 79 (40+31+444=79) corresponde ao

nimero total de ligacoes simples ocorridas neste experimento.

Assim, observa-se ainda na figura 4.4 um crescimento elevado no nimero

de ligacoes no inicio do processo iterativo (até aproximadamente 75 iteragoes), con-
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Figura 4.4: Ligacoes simples entre A e T: experimento C2

forme ampliacao apresentada nesta figura, sofrendo, em seguida, um decréscimo e
tendendo a estabilidade no final do processo iterativo.  H&a ainda pequenas flu-
tuacoes na evolucdo das curvas de ligacoes simples entre as bases A e T. Estas sio
caracteristicas da formacao de ligacoes simples e os conseqiientes decréscimos con-
tribuem para a formacao de modelos com ligacoes duplas. Ou seja, se existe uma
ligacao de hidrogénio simples e num proximo passo existe a possibilidade para a for-
macao de uma segunda ligacao no modelo, este se transformard num com ligacoes

miultiplas, nao sendo mais contabilizado como ligacao simples.

A figura 4.5, apresenta a evolucao das curvas de ligagdes de hidrogénio,
em relacdo ao numero de etapas computacionais, para cada um dos modelos de
ligacGes miiltiplas comparando os experimentos das séries Al e B3. Verifica-se que a
ordem encontrada quanto ao nimero de ligacoes é a mesma: ATWC > ATrW(C >

ATrH > ATH, independente do iniciador.
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Analisando-se o comportamento dos modelos de ligacoes duplas para
as séries C2 e C3, ilustrados na figura 4.6, observa-se que a ordem de ocorréncia
do nimero de ligacoes é dada por ATrWC > ATWC > ATrH > ATH que difere
da encontrada para as demais séries da planilha de experimentos. Como a tnica
diferenca entre os parametros destas séries encontra-se no varmax, este pode ter
influenciado a ordem de ocorréncia dos modelos. Repare ainda o valor do warmazx
para as séries A, B e C3 (tabela 41.). Assim, pode-se especular que no limite quando
t (tempo computacional) tende para o infinito verifica-se que para a série C3 tem-se

ATWC ~ ATrWC quanto ao numero de ligagoes, conforme figura 4.6.

Considerando-se a ordem encontrada nos resultados para a totalidade
dos experimentos, mesmo com a variacao dos parametros, pode-se concluir que a

maior probabilidade de ocorréncia de ligacoes duplas, com o critério geométrico, é

dada por ATWC > ATrWC > ATrH > ATH.

Na figura 4.7 é mostrado o comportamento geral do somatdrio destes

modelos, para o experimento da série C2.
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Assim, observa-se que existe uma relacdo no processo evolutivo entre
as curvas de ligacoes, pois para nm mesmo intervalo de (=2 75) iteragoes, verifica-se
que o decréscimo no numero de ligacoes simples equivale ao acréscimo nas ligacoes

duplas.

4.2.2 Ligacoes simples e duplas entre as bases Adenina e Adenina

Além da andlise de formacao de pares de bases para os modelos he-
terogéneos (Adenina e Timina), foram analisados o comportamento das ligacoes para
os modelos homogéneos (Adenina com Adenina e Timina com Timina). Assim, exis-

tem quatro tipos de ligacdes de hidrogénio simples entre A e A, que sao reconhecidos

como 1pa (AN6,AN1), 1pb (ANI1,AN6), 1pc (AN6,ANT) e 1pd (ANT,AN6) onde,

por exemplo, a notacao 1pa (AN6,AN1) significa uma ligacao de hidrogénio simples

entre o nitrogénio 6 da Adenina e o nitrogénio 1 da outra Adenina. Os resultados
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Figura 4.8: Ligacoes simples entre A e A: experimento C2

das simulacoes com as ligacoes simples entre as bases Adenina e Adenina fornecem

variacoes significativas quanto ao nimero de ligacoes entre os modelos. Esta cons-
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tatacao pode ser confirmada escolhendo-se, como por exemplo, o experimento da

série C2 apresentado na figura 4.8.

Nesta, pode-se concluir que os modelos 1pa, na relacao 10/26, e 1pc
na relagdo 14/26, ocorrem em maior quantidade relativamente aos modelos 1pd,
na relacdo 1/26, e 1pb na relacdo 1/26, onde 26 corresponde ao nimero total de

ligacoes simples ocorridas neste experimento. Nas ligacoes de hidrogénio duplas,

70
1 = AA(D)
60 AA(II) =t A
| AA(IIN gk
AA(IV ool
504 " ( ) ¥ W " s A .

20+

de hidrogénio duplas entre Ae A
¢

gacdes

Li

T T v T T T T T T T T T
o] 5000 10000 15000 20000 25000 30000

Numero de iteracoes

Figura 4.9: Ligacoes duplas entre A e A: experimento C2

os 4 modelos considerados sdo AA(I), que envolve em sua formacao as ligacoes de
hidrogénio 1pa e 1pb; AA(II) para 1pb e 1pc; AA(III) para 1pc e 1pd e AA(IV)
para lpa e 1pd.

Uma representacao do comportamento destes modelos, dentre os varios
experimentos realizados, é apresentada na figura 4.9, para o experimento da série C2.
Pode-se verificar que os tipos de pares de bases que apresentam o maior numero de
ligagoes sao AA(I) e AA(IV) com 61/195 e 60/195 ligagoes, respectivamente, onde

195 corresponde ao numero total de ligacoes duplas ocorridas neste experimento.
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4.2.3 Ligacoes simples e duplas entre as bases Timina e Timina

Existem 4 tipos de ligacoes simples, entre T e T que sdo nomeados como
Ipa (TO4,TN3), 1pb (TN3,T0O2), 1pc (TO2,TN3) e 1pd (TN3,TO4). Por exemplo,
Ipa (TO4,TN3) significa uma ligacdo de hidrogénio entre o oxigénio 4 da Timina e
o nitrogénio 3 da outra Timina. Uma vez que o comportamento destes é semelhante
a0 obtido nos modelos A com A e A com T simples, optamos por nao representa-las
graficamente. Destaca-se apenas que, para a maioria dos experimentos realizados

entre T e T, os modelos 1pa e 1pc ocorrem em maior quantidade relativamente aos

modelos 1pb e 1pd.

Finalmente, quanto a formagao das ligacoes duplas, os 4 modelos con-
siderados sao TT(I), que envolve em sua formagao as ligagdes de hidrogénio 1pa e
1pb; TT(I1) para 1pa e 1pd; TT(III) para 1pb e 1pc e TT(IV) para 1pc e 1pd. Os
resultados obtidos indicaram quantidades de ligacoes semelhantes entre os modelos

para a maioria dos experimentos realizados. Uma excecao foi a diferenca observada
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Figura 4.10: Ligacoes duplas entre T e T: experimentos B3 e C1

quanto ao nimero de ligacoes para o modelo TT(III), encontrado entre os experi-

3
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mentos das séries B3 e C1, como se observa na figura 4.10. Este comportamento pode
ser justificado pela diferenca existente entre os parametros das duas séries, ou seja,
estes apresentam uma variacdo de 20% no comprimento da ligacdo de hidrogénio

(varmax).

4.2.4 Ligacoes simples e duplas entre as bases Guanina e Citosina

Com relacao as ligacoes simples entre as bases G e C, existem seis
tipos, que sao reconhecidos como 1pa (GO6,CN4), 1pb (GN1,CN3), 1pc (GN2,C02),
1pd (GN1,C02), 1pe (GN2,CN3) e 1pf (GN3,CN4) onde, por exemplo, a notagio

1pa (GO6,CN4) significa uma ligacao de hidrogénio simples entre o oxigénio 6 da

Guanina e o nitrogénio 4 da Citosina.

Assim, verifica-se na figura 4.11, para o experimento da série C2, que
os modelos 1pa na relacdo 108/269 e 1pc na relacao 91/269 ocorrem em maior
quantidade relativamente aos modelos 1pb na relacao 38/269, 1pd na relacao 12/269,
1pe na relacao 19/269 e 1pf na relagao 1/269, onde 269 corresponde ao niimero total

de ligactes simples ocorridas neste experimento. Como mencionado anteriormente,
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os modelos de ligacoes simples sao de suma importancia na formagao das ligacoes
multiplas, uma vez que cada uma destas representa o somatério das ligacdes de
hidrogénio simples. Neste contexto, verifica-se que existem trés modelos de ligacoes
multiplas, entre as bases Guanina e Citosina dados por: GCWC (Guanina e Citosina
de Watson e Crick) que envolve em sua formacao as ligagdes 1pa, 1pb e 1pc; GCrWC
(Guanina e Citosina reverso de Watson e Crick) para 1pd e 1pe e GC(II) (Guanina

e Citosina II) para 1pe e 1pf, assim denominadas segundo dados da literatura [45].

Desta forma, analisando o comportamento para os modelos com ligacoes
multiplas na figura 4.12, verificou-se que os tipos GCWC e GCrWC foram os que
apresentaram o maior nimero com 129/330 e 120/330 ligagoes, respectivamente. O
modelo GC(II) apresentou 81/330 ligacoes, onde 330 corresponde ao nimero total

de ligacoes multiplas ocorridas no experimento da série C2.
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Figura 4.12: Ligacoes de hidrogénio multiplas entre G e C: experimento C2

Também foi observada a evolucao das ligacoes de hidrogénio simples e
multiplas totais entre as bases Guanina e Citosina. Assim, na figura 4.13 verifica-se
que no inicio do processo iterativo o nimero de ligacoes simples é relativamente

superior aquele formado por muiltiplas.
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Figura 4.13: Ligacoes de hidrogénio simples e duplas entre G e C: experimento C2

4.2.5 Ligacoes simples e duplas entre as bases Guanina e Guanina

De acordo com as caracteristicas dos modelos de ligacoes simples en-
tre as bases G com G, existem sete tipos, designadas por lpa (GO6,GN1), 1pb

(GN1,GO6), 1pc (GN2,GNT), 1pd(GN1,GNT), Ipe (GN2,GO6), 1pf (GN3,GN2) e
1pg (GN2,GN3) onde, por exemplo, a notacao 1pa (GO6,GN1) significa uma ligacao
de hidrogénio simples entre o oxigénio 6 da Guanina e o nitrogénio 1 da outra Guani-
na. Destaca-se que os modelos 1pb e 1pf foram os que apresentaram o menor nimero

de ligacoes relativamente aos demais.

Quanto aos modelos de ligacoes multiplas entre G e G, sabe-se que
existem 4 tipos, os quais sao estabelecidas por (1pa e 1pb) para GG(I), (1pb e 1pc)

3

para GG(II), (1pd e 1pe) para GG(III) e (1pf e 1pg) para GG(IV). Neste sentido, os

que apresentaram o maior nimero de ligagoes foram GG(I) e GG(IV), como pode-se

observar na figura 4.14.

Assim, considerando apenas o critério geométrico, conclui-se que a pre-

feréncia na formacao de uns modelos em relacdo a outros estd relacionada a acessi-
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Figura 4.14: Ligacoes de hidrogénio duplas entre G e G: experimento C2

bilidade geométrica do par, bem como aos tipos de ligacoes de hidrogénio simples

envolvidas no modelo.

4.2.6 Ligacoes simples e duplas entre as bases Citosina e Citosina

Finalmente, para as ligacoes de hidrogénio simples entre as bases Citosi-
na e Citosina, destacam-se dois tipos: 1pa definido por (CN4 e CN3) e 1pb (CN3
e CN4). Como s6 hd a possibilidade de um tinico modelo de ligacao dupla entre
Citosina e Citosina, nao ha necessidade de fazer uma andlise comparativa entre os

modelos deste par.

4.3 Simulagoes com o critério energético

Para facilitar a avaliacao da contribuicao energética nos processos de
formagcao dos pares de bases, os resultados serao apresentados de forma comparativa
aqueles obtidos anteriormente com o critério geométrico. Neste sentido, ¢ importante

salientar que o processo de verificacao e andlise na formacao das ligacoes dos pares
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de bases divide-se em duas etapas: primeiro inicia-se o calculo da probabilidade de

formacao dos modelos, considerando apenas o critério geométrico .

A segunda etapa consiste na verificagdo da formagao do par de bases
com o critério energético. Deste modo, utiliza-se os mesmos parametros de si-
mulacao quando da andlise com o critério geométrico. 1D importante salientar que
este processo engloba o critério geométrico, pois para se proceder a andlise da pro-

babilidade energética deve-se considerar também as caracteristicas geométricas do

modelo.

Salienta-se que na etapa de verificagao com o critério energético, mesmo
que geometricamente exista a possibilidade de formacao de num determinado modelo
(distancia e orientacdo adequadas), se energeticamente a probabilidade de ligagao

do par nao for favordvel, a ligacdo nao é aceita. Assim, as bases nitrogenadas sao

“soltas”no espaco de simulacao e podem concorrer para a formacao de novos modelos

(A-A, A-T ou T-T).

B oportuno dizer que duas bases verificadas para a formacao de um
determinado modelo (por exemplo o par A-T), ndo necessariamente formardo um
par da mesma classe (heterogénea). Um dos fatores determinante na ocorréncia de
modelos de uma classe ou outra é a acessibilidade geométrica na formacao do par

de bases.

4.3.1 Ligacoes simples e duplas entre as bases Adenina e Timina

Apresenta-se uma andlise do comportamento dos modelos heterogéneos
e homogéneos entre as bases Adenina e Timina. Para facilitar a verificacdo dos
resultados, indica-se na tabela 4.2 os valores dos fatores de Boltzmann, obtidos no

calculo de estabilizacao dos pares pelo método semi-empirico AMI.

O numero de ligacdes totais entre as bases Adenina e Timina, com o
critério energético, foi na média inferior aquele obtido com o critério geométrico.

Considere, como por exemplo, o experimento da série C2, onde obteve-se:
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e 575 ligagOes totais (simples e duplas) entre A e T, para o critério geométrico;

e 545 ligacoes totais (simples e duplas) entre A e T, para o critério energético.

Por outro lado, para os modelos homogéneos entre as bases Adeni-
na com Adenina e Timina com Timina observou-se com o critério energético um
acréscimo no numero de ligacoes totais. Assim, ainda considerando o exemplo da
série C2, tem-se:

e 221 ligacoes totais (simples e duplas) entre A e A, para o critério geométrico;
entre A e A, para o critério energético;

e 234 ligacoes totais (simples e duplas

e 219 ligacoes totais (simples e duplas) entre T e T, para o critério geométrico;

( )
( )
( )
e 235 ligacoes totais (simples e duplas) entre T e T, para o critério energético.
Contudo, observa-se que o numero total de ligacbes duplas e simples
para os modelos homogéneos e heterogéneos (AA+ AT+TT) foram semelhantes. Por
exemplo, no experimento da série C2 com os critérios geométrico e energético ocor-

reram 1015 e 1014 ligagoes respectivamente. Comportamentos semelhantes foram

também observados para outras séries da planilha de experimentos.

Entre as caracteristicas qualitativas mais relevantes na andlise compa-
rativa dos resultados com ambos critérios para os modelos entre Adenina e Timina,
cabe ressaltar a diferenca significativa quanto ao nimero de ligacoes simples no inicio

do processo iterativo.

Tabela 4.2: Valores dos fatores de Boltzmann entre A ¢ T

Modelos de pares de bases ligagoes-H simples Fator de Boltzmann

AT (1pa) N6-H...04 0.14

AT (1pb) N1...H-N3 0.10

AT (1pc) N6-H...02 0.11

AT (1pd) N7..H-N3 0.10
ligacoes-H duplas Fator de Boltzmann

AT(WC) N6-H...O4 e N1...H-N3 0.85

AT(WC) N1...H-N3 e N6-H...O2 0.68

AT(H) N6-H...O4 e N7...H-N3 1
AT(rH) N6-H...O2 e N7...H-N3 0.86
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Na figura 4.15, para o experimento da série C2, é visivel que a curva
de formacgao de ligacoes simples com o critério geométrico apresenta um numero de

ligacoes superior relativamente aquela com o critério energético.
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Figura 4.15: Ligacoes de hidrogénio simples e duplas entre A e T com critérios ge-
ométrico e energético: experimento C2.

Esta informagao torna-se mais clara na analise comparativa da “taxa”de
formacao das ligacoes dos pares em relacdo a um nimero particular de iteracoes
(tempo computacional). Neste sentido, tomando-se por exemplo o experimento da
série C2 entre A e T, na figura 4.15 tem-se, para 125 iteracoes:

e 450 ligacoes simples com o critério geométrico;
e 250 ligacoes simples com o critério energético;
e 98 ligacoes duplas com o critério geométrico;

e 110 ligacoes duplas com o critério energético.

Esta diferenca dita que existe maior flexibilidade na formacgao dos pares

quando se considera o critério geométrico. Desta forma, na verificacao das ligacoes
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simples com o critério geométrico, a direcionalidade (orientages ideais) nao é es-
tritamente considerada. Salienta-se ainda que na andlise com o critério energético,
existe um fator de probabilidade (energético) associado a cada tipo de ligacao de
hidrogénio que influi na formacao dos pares. Outros aspectos que ainda podem ser
ressaltados é que o critério energético “acelera”a formacgao de ligacoes multiplas e

facilita a conversao das ligacdes simples em duplas.

Verifica-se ainda que o critério energético “filtra” os modelos de ligacdes
simples e “escolhe”aqueles que tém a maior probabilidade de ocorréncia, ou seja,

aqueles que estdo num estado energeticamente favoravel a formacao do par.

Com respeito ao comportamento das curvas de ligacoes duplas entre
as bases Adenina e Timina observa-se, no grafico da figura 4.15, que tanto com o
critério geométrico quanto com o energético, estas nao apresentaram diferencas tao
significativas como aquelas das curvas de ligacoes simples com os mesmos critérios.
Uma justificativa para a semelhanca no niimero de ligagoes duplas em ambos critérios

vem do fato que os pares nao ocorrem naturalmente por ligacoes simples.

Adicionalmente, um dos fatores também relacionado a importancia do
critério energético sao as cargas atoOmicas, as quais tem funcao importante, nao
somente na determinacao da energia de estabilizacao da ligacao de hidrogénio do

par, mas também em determinar a estrutura de minimo global.

Destaca-se ainda que a ordem de ocorréncia encontrada para os referi-
dos modelos de ligacoes simples (1pa, 1pb, 1pc, 1pd), com o critério energético,
concorda com os valores do fator de probabilidade de Boltzmann obtido no célculo
de estabilizacao de energia (veja tabela 4.2). Ou seja, os modelos de pares Ipa e

Ipc sao os que quantitativamente mais ocorrem, e Sao energeticamente os mais

favoraveis.

De um modo geral, as curvas de formacao de ligacoes de hidrogénio sim-
ples entre as bases Adenina e Timina apresentaram um comportamento qualitativo

semelhante em ambos critérios. Deste modo, conforme a figura 4.16, no inicio do
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processo iterativo hd um grande nimero de ligacoes (mais acentuada para a simu-
lagao com o critério geométrico) seguida por nm decréscimo destas, que contribuem

para a formagao de ligacoes duplas.
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Figura 4.16: Ligacoes de hidrogénio simples entre A e T com critérios geométrico e
energético: experimento C2,(g) geométrico-(e) energético

Tomando-se o intervalo de 200 iteragoes, na figura 4.16 (regiao em ex-

pansao), tem-se:

e 163 ligacoes simples 1pa com o critério geométrico;

e 110 ligacoes simples 1pa com o critério energético;

e 37 ligacoes simples 1pb com o critério geométrico;

e 45 ligacoes simples 1pb com o critério energético;

e 188 ligacoes simples 1pc com o critério geométrico;

® 93 ligacoes suimples 1pc com o critério energético;

e 35 ligacoes simples 1pd com o critério geométrico;

e 26 [igacoes simples 1pd com o critério energético.
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Os nuimeros das ligacoes para os modelos de pares ATWC, ATrWC,
ATH, ATrH apresentaram caracteristicas semelhantes, tanto com o critério geométrico
quanto com o energético. Este comportamento ¢ mais facilmente entendido ana-
lisando a figura 4.17 e a quantidade de ligacoes formadas em cada modelo para o
experimento da série C2, dadas por:
e 141 ligacoes de ATWC com critério geométrico;
e 172 ligacoes de ATWC com critério energético;
e 169 ligacoes de ATrWC com critério geométrico;
e 149 ligacoes de ATrWC com critério energético;
e 88 ligacoes de ATH com critério geométrico;
e 88 ligacoes de ATH com critério energético;
e 98 ligacoes de ATrH com critério geométrico;

e 75 ligacoes de ATrH com critério energético.
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Figura 4.17: Ligacoes de hidrogénio duplas entre A e T com critérios geométrico e
energético: experimento C2, (g) geométrico-(e) energético
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Apesar da diferenca observada na ordem de ocorréncia das ligacoes
entre os critérios geométrico e energético para o experimento da série C2, tem-se
que para a maioria dos experimentos a ordem destes modelos é dada por: ATWC >
ATrWC > ATrH > ATH. Ressalta-se que, no cédlculo da energia de estabilizacao
dos pares pelo método semi-empirico AM1, entre os modelos com ligacdes duplas
entre as bases A e T, o modelo ATH foi o que apresentou o fator de Boltzmann com
maior probabilidade energética, conforme tabela 4.2. Mas, este nao foi o modelo
que apresentou a maior possibilidade em nosso experimento, como pode-se observar

na figura 4.17.

Considerando-se as ligacoes simples como precedentes para a formagao
de “um”ou “dois”dos modelos com ligacoes duplas, e a relativa acessibilidade ge-
ométrica na formacgao do par de bases, pode-se concluir que estes sao os fatores que
provavelmente interferiram na preferéncia de um determinado par de bases a ou-
tro. Assim, destaca-se que os modelos 1pa, 1pb e 1pc precedentes para a formacao
dos modelos de ligacdes duplas ATWC e ATrWC apresentam, no experimento da
série C2, tanto com o critério geométrico quanto com o energético, quantidades de
ligacoes vidveis, que contribuem para a formacao de ligacoes destes modelos, como

pode-se observar na regiao em expansao da ja citada figura 4.16.

Ou seja, a probabilidade de formacao de uma dada ligacdo multipla ndao
depende apenas da energia desta ligacao, mas da acessibilidade geométrica desta e

também da acessibilidade geométrica das ligacdes simples que lhe sao precursoras.

4.3.2 Ligacoes simples e duplas entre as bases Adenina e Adenina

Também se apresenta, na tabela 4.3, os valores dos fatores de Boltz-

mann para os pares A e A.

O comportamento é semelhante ao observado para os modelos heteroge-

neos entre as bases Adenina e Timina. Também é importante ressaltar a diferenca
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Tabela 4.3: Valores dos fatores de Boltzmann entre A ¢ A

Modelos de pares de bases ligacoes-H simples Fator de Boltzmann
AA(1pa) N6-H...N1 0.02
AA(1pb) N1...H-N6 0.10
AA(1pc) N6-H...N7 0.06
AA(1pd) N7...H-N6 0.10

ligacoes-H duplas Fator de Boltzmann
AA(D) N6-H...N1 e N1...H-N6 1
AA(ID) N1...H-N6 e N6-H...N7 0.63
AA(IID) N6-H...N7 e N7...H-N6 0.51
AA(IV) N6-H...N1 e N7...H-N6 0.62

na formacao das ligacGes de hidrogénio simples entre as bases Adenina e Adenina

apresentada entre os critérios geométrico e energético.
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Figura 4.18: Ligacoes de hidrogénio simples entre A e A com critérios geométrico e
energético: experimento C2, (g) geométrico-(e) energético

Verifique o comportamento no inicio do processo iterativo, como se
observa na figura 4.18. Considerando-se um nimero de 100 iteracoes para ambos
critérios, nota-se que no geométrico o nimero de ligacoes simples, para cada modelo,

¢ superior ao obtido com o critério energético. Verifica-se, ainda na figura 4.18,
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que as curvas de ligacoes simples com o critério geométrico nao apresentam uma
discrepancia significativa no numero de ligacoes entre os modelos, ao contrario do

caso energético.
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Figura 4.19: Ligacoes de hidrogénio duplas entre A e A com critérios geométrico e
energético: experimento C2, (g) geométrico-(e) energético

Para as ligacoes multiplas entre os pares Adenina e Adenina, como
observado na figura 4.19 para ambos critérios, tem-se que dos 4 tipos existentes
0 que apresenta a maior possibilidade é o modelo AA(I). Ainda, salienta-se que
este concorda com o resultado encontrado nos calculos energéticos, como o mais

energeticamente favoravel, conforme indicado na tabela 4.3.

Observa-se que o numero de ligacdes miltiplas totais entre as bases
Adenina e Adenina é maior com o critério energético. Um fator que contribui para
este comportamento ¢ o nimero elevado de ligacdes miltiplas ocorrida no mode-
lo AA(I) com o critério energético. Destaca-se ainda que a ordem de ocorréncia
de ligacoes duplas entre Adenina e Adenina é basicamente a mesma para ambos

critérios.
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4.3.3 Ligacoes simples e duplas entre as bases Timina e Timina

106

Inicialmente, apresenta-se na tabela 4.4 os valores dos fatores de Boltz-

mann para os modelos entre T e T.

Tabela 4.4: Valores dos fatores de Boltzmann entre T e T

Modelos de pares de bases ligacoes-H simples Fator de Boltzmann
TT(1pa) 04...H-N3 0.39
TT(1pb) N3-H...02 0.28
TT(1pc) 02...H-N3 0.15
TT(1pd) N3-H...04 0.15

ligacoes duplas Fator de Boltzmann
TT(I) 04...H-N3 e N3-H...O2 0.94
TT(I) 04...H-N3 e N3-H...04 1
TT(III) N3-H...02 e O2...H-N3 0.88
TT(IV) 02...H-N3 e N3-H...04 0.94

Os resultados das curvas de ligacoes de hidrogénio com os critérios ge-
ométrico e energético entre as bases Timina e Timina apresentaram comportamentos
qualitativos semelhantes aos observados nos pareamentos envolvendo as bases Ade-
nina e Adenina. Para a maioria dos experimentos envolvendo ligacoes simples (1pa,
1pb, 1pc, 1pd), com o critério geométrico, os tipos de ligagdes 1pa e 1pc foram os

que apresentaram o maior numero de ligacoes frente aos modelos 1pb e 1pd.

Quando da simulac¢ao envolvendo o critério energético, observa-se seme-
lhanca na preferéncia das ligacoes simples, ou seja, os modelos que apresentaram
maior numero de ocorréncia foram 1pa e 1pc. Dos 4 tipos de ligacoes duplas exis-
tente, a maior possibilidade de ocorréncia observada é para TT(I), formada pelas

ligacoes simples 1pa e 1pb.

Visando uma melhor comparacao das ligacoes com os critérios geométri-
co e energético, apresenta-se na figura 4.20 as curvas de formacao de ligacoes duplas
e simples entre Timina e Timina em funcao do nimero de etapas computacionais

(iteragoes). Sendo assim, observa-se que a taxa de formagao envolvendo as ligacdes
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Figura 4.20: Ligacoes de hidrogénio simples e duplas entre T e T com critérios geo-
métrico e energético: experimento C2, (g) geométrico-(e) energético

duplas, com o critério energético, apresentou um valor relativamente superior aquelas
envolvendo o geométrico. Porém, vale salientar que a diferenca quanto ao nimero

de ligacoes simples, com ambos critérios, nao foram tao significativas.

4.3.4 Ligacoes simples e duplas entre as bases Guanina e Citosina

O nidmero total de ligacoes para os modelos heterogéneos, com o critério
energético, foram na média inferiores ao nimero de ligacdes obtido com o critério
geométrico. A tabela 4.5 apresenta os valores dos fatores de Boltzmann, para os
modelos de pares de bases entre G e C. Os baixos valores dos fatores de Boltzmann

contribuem, neste caso, para “desfavorecer”a formacao com o critério energético.

Tomando-se, como exemplo a comparagao com ambos critérios para o
experimento da série C2 entre G e C, tem-se:
e 599 ligacdes totais (simples e duplas) entre G e C, para o critério geométrico;

e 237 ligacoes totais (simples e duplas) entre G e C, para o critério energético.
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Tabela 4.5: Valores dos fatores de Boltzmann entre G e C

Modelos de pares de bases ligacoes-H simples Fator de Boltzmann
GC(1pa) 06...H-N4 1.54 x 107°
GC(1pb) N1-H...N3 2.5 x 1075
GC(1pce) N2-H...02 0.011
GC(1pd) N1-H...02 1.75 x 107°
GC(1pe) N2-H...N3 2.73 x 1073
GC(1pf) N3...H-N4 5.61 x 107°

ligacoes-H duplas Fator de Boltzmann
GC(WC) 06... H-N4, N1...H-N3 e N2-H...O2 1
GC(rWC) N1-H...O2 e N2-H...N3 0.30
GC(IT) N3... H-N4 e N2-H...N3 0.00341

Por outro lado, para os pares Guanina com Guanina e Citosina com
Citosina, observa-se que houve um acréscimo no nimero de ligacdes totais com o
critério energético. Assim, ainda considerando o exemplo da série C2, tem-se:
e 211 ligagbes totais (simples e duplas) entre G e G, para o critério geométrico;
e 392 ligagdes totais (simples e duplas) entre G e G, para o critério energético;
e 201 ligagoes totais (simples e duplas) entre C e C, para o critério geométrico;
( )

e 357 ligacoes totais (simples e duplas) entre C e C, para o critério energético.

Verifica-se que o nimero total de ligacoes simples formadas com o
critério geométrico apresenta valor superior relativamente aquele obtido com o critério
energético. Tomando-se como exemplo 80 iteracoes no grafico da figura 4.21, tem-se:
e 484 ligacoes simples totais com o critério geométrico;

e 17 ligacoes simples totais com o critério energético;
e 49 ligacoes duplas totais com o critério geométrico;

e 19 ligacoes duplas totais com o critério energético.

Além disso, na figura 4.21, observa-se que com o critério geométrico
a curva de formacao de ligacoes simples apresenta o seguinte comportamento: no

inicio do processo iterativo hd a formagao de um nimero elevado de ligacoes, seguida
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Figura 4.21: Ligacoes de hidrogénio simples e duplas entre GG ¢ C com critérios geo-
métrico e energético: experimento C2, (g) geométrico-(e) energético

por um decréscimo desta que contribui para a formacao da curva de ligacoes duplas.

Observa-se que o numero de ligacdes simples quando aplicado com o
critério energético, no inicio do processo iterativo, é relativamente inferior aquele
apresentado com o critério geométrico. FEste comportamento ¢é justificado pelos
baixos fatores de probabilidade que os modelos de ligacdes simples, entre as bases

Guanina e Citosina, possuem.

A figura 4.22 apresenta as curvas de formagdo de pares de bases em
funcao do numero de etapas computacionais dos 6 tipos de ligacoes simples existentes
entre as bases Guanina e Citosina (1pa, 1pb, 1pc, 1pd, 1pe e 1pf) com os critérios

geométrico e energético.

Salienta-se que os modelos dominantes, ou seja, os que apresentam a
maior probabilidade de ocorréncia, com o critério geométrico sao Ipa e Ipc; o modelo

dominante com o critério energético é o tipo Ipc. Este comportamento, verificado
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Figura 4.22: Ligacoes de hidrogénio simples entre G e C com critérios geométrico e
energético: experimento C2, (g) geométrico-(e) energético

para ligacoes simples com o critério energético, ¢ esperado pois o modelo 1pc é

energeticamente o mais estdvel (veja tabela 4.5).

Portanto, este apresentara uma freqiiéncia superior aos demais tipos de
ligacoes simples, como observado na figura 4.22. Como os valores dos fatores de
Boltzmann, para alguns tipos de ligacoes simples, entre as bases Guanina e Citosina
sao muito baixos, a possibilidade de ligacoes miultiplas envolvendo estes tipos de

ligacoes simples serd baixa.

Na figura 4.23, observa-se a formacao dos 3 tipos de ligacoes multiplas
entre as bases GGuanina e Citosina com os critérios geométrico e energético, re-
spectivamente. Pode-se verificar que, para ambos critérios, os modelos GCWC e o

GCrWC apresentaram a maior freqiiéncia de ocorréncia, uma vez que dos trés tipos
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: LigacOes de hidrogénio duplas entre G e C com critérios geométrico e

energético: experimento C2, (g) geométrico-(e) energético

de modelos entre as bases Guanina e Citosina, o GC(II) é energeticamente o menos

estavel.

4.3.5 Ligacoes simples e duplas entre as bases Guanina e Guanina

Na tabela 4.6 apresenta-se os valores dos fatores de Boltzmann, obtidos

para cada modelo de par de bases entre G e G.

Existem 7 tipos de ligacdes simples entre as bases (Guanina e Guanina.

Assim, pode-se verificar uma diferenca significativa no nimero de ligagoes simples

e duplas. Na figura 4.24 verifica-se que a curva de ligacoes simples, formada com o

critério geométrico, apresenta um numero de ligacoes inferior aquela obtida com o

critério energético.
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Tabela 4.6: Valores dos [atores de Boltzmann entre G e G

Modelos de pares de bases ligacoes-H simples Fator de Boltzmann
GG(1pa) 06...H-N1 0.10
G(1pb) N1-H...06 0.40
G(1pc) N2-H...N7 9.05 x 1075
G(1pd) N1-H...N7 2.95 x 1079
G(1pe) N2-H...06 1.023 x 107°
G(1pf) N3...H-N2 1.59 x 107
G(1pg) N2-H...N3 1.40 x 1079
ligacoes-H duplas Fator de Boltzmann
GG(D) 06... H-N1 e N1-H...O6 1
GG(I) N1-H...O6 e N2-H...N7 4 x107*
GG(II1) N1-H... N7 e N2-H...O6 8.88 x 1075
GG(IV) N2-H... N3 e N3...H-N2 2.95 x 107°
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Este resultado ¢ surpreendente, uma vez que nos modelos homogéneos,

citados anteriormente, (AA, TT) a curva de formacdo de ligacoes simples com o

critério geométrico geralmente apresentou um nimero de ligacoes superior aquela

obtida com o critério energético.
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Figura 4.24: Ligacoes de hidrogénio simples e duplas entre G e G com os critérios
geométrico e energético: experimento C2, (g) geométrico-(e) energético
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O mesmo comportamento pode ser observado para as curvas de ligacoes
duplas entre as bases GGuanina e Guanina. Assim, verifica-se, na figura 4.24, que a
curva de ligacoes duplas com o critério energético apresenta um nimero de ligacoes

superior em relacao aquela com o critério geométrico.

Pode-se concluir que os principais fatores que contribuem para o elevado
numero de ligacoes simples e duplas para os modelos G e G, com o critério energético,
sao: o processo intermedidrio envolvido na formacao das ligacoes de hidrogénio
simples e duplas e os valores do fator de Boltzmann associados a cada modelo de

par de bases.

Neste sentido, é importante salientar que no processo de formacao de
ligacbes envolvendo as bases G e C, existe a possibilidade de formacao de pares com
as classes G-G, G-C e C-C. Assim, de acordo com os calculos de energia de estabi-
lizacao, verificou-se que os valores dos fatores de Boltzmann foram muito baixos para
ligacoes simples em alguns dos modelos das classes G-C e G-G (conforme tabelas

4.5 e 4.6).

Deste modo, os tipos de ligacoes simples que apresentam fatores de
probabilidade baixos provavelmente nao ocorrem com o critério energético. A for-
magao de modelos envolvendo estes tipos de ligagoes simples (com baixo fator de
Boltzmann) ocorrerd, somente quando a geometria do par de bases ja iniciar dire-

tamente enquanto ligagoes multiplas.

Além disso, para os pareamentos entre G-G destacam-se dois tipos de
ligacoes simples com fator de probabilidade vidvel para a ocorréncia de ligagoes (1pa
e 1pb) e, uma vez que estes tipos sdo precedentes para o modelo de ligacdo miltipla
GG(I), a probabilidade energética de formagao de pares envolvendo G e G, com
ligacbes simples e duplas, é elevada. Assim, por exemplo, um modelo de ligacao
simples G-C formado com o critério geométrico, mas que nao constate ligacdo com

o critério energético, pode competir para a ocorréncia de outros modelos (G-C, G-G
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Figura 4.25: Ligacoes de hidrogénio simples entre G e G com critérios geométrico e
energético: experimento C2, (g) geométrico-(e) energético

ou C-C) com ligacdes simples ou duplas, mas com maior tendéncia energética na

formagao para os modelos G-G e C-C.
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Figura 4.26: Ligacoes de hidrogénio duplas entre G e G com critério energético:
experimento C2.
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Assim, a figura 4.25 apresenta o comportamento das curvas de formacao
para cada um dos modelos de ligagoes simples entre as bases Guanina e Guanina
com os critérios geométrico e energético, respectivamente. Observa-se que os tipos de
ligacoes simples que apresentam a maior probabilidade de ocorréncia com o critério

energético sao os modelos 1pa e 1pb.

Deste modo, como estes tipos sao precedentes para o modelo de ligacoes
multiplas GG(I), conclui-se que com o critério energético este modelo é o que apre-

sentard a maior probabilidade de ocorréncia, como se observa na figura 4.26.

4.3.6 Ligacoes simples e duplas entre as bases Citosina e Citosina

A tabela 4.7 apresenta os valores do fator de Boltzmann para os modelos

entre C e C.
Tabela 4.7: Valores dos fatores de Boltzmann entre C e C

Modelos de pares de bases ligacoes-H simples Fator de Boltzmann
CC (1pa) N4-H...N3 0.010
CC(1pb) N3...H-N4 0.010

ligacoes-H duplas Fator de Boltzmann
cC N4-H...H-N3 e N3...H-N4 1

Na figura 4.27 encontra-se a evolucao das ligacoes simples e duplas entre
as bases Citosina e Citosina envolvendo os critérios geométrico e energético. Isto
permite-nos inferir que o numero de ligagoes duplas com critério energético apresenta
um valor superior aquele com o critério geométrico. Por outro lado, observa-se que
os modelos de ligagoes simples com o critério geométrico apresentaram maior nimero

de ligacoes em relacao aquele com o critério energético.

Quanto ao comportamento das ligacoes duplas entre os critérios tem-
se a seguinte justificativa. Sabe-se que entre os pareamentos das bases Citosina e
Citosina existe a possibilidade de formacao de apenas um modelo de ligacao multipla,

sendo este 0 mais provavel como se verifica na figura 4.28. Além disso, os tipos de
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Figura 4.27: Ligacoes de hidrogénio simples e duplas entre C e C com critérios geo-
métrico e energético: experimento C2.
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ligacoes simples existentes entre as bases Citosina e Citosina sao apenas dois, Ipa e

1pb.

De um modo geral, destaca-se que existe forte influéncia do processo
intermedidrio na formacao das ligacoes de hidrogénio simples, bem como da acessi-
bilidade do par quando da verificagdo das ligacdes com o critério geométrico. Por
outro lado, observa-se que com o critério energético, os modelos que possuem um
baixo fator de probabilidade, mesmo que constatem possibilidade de ligacGes com o

critério geométrico, sao naturalmente eliminados.

A seguir apresenta-se as principais conclusdes bem como as perspectivas

deste trabalho.
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5 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Este capitulo apresenta as principais conclusoes resultantes do trabalho
realizado, destacando as contribuicoes, os resultados, as experiéncias adquiridas e

sugestoes para desenvolvimento em trabalhos futuros.

5.1 Conclusoes dos resultados obtidos

Baseado nos resultados e discussoes apresentados nos capitulos anteri-
ores, conclui-se que é possivel interpretar, em termos de conceitos simples, a proba-
bilidade da formacao de ligagoes de hidrogénio envolvendo as bases nitrogenadas A,
T, G e C. De acordo com os resultados computacionais, verifica-se que ha diferencas
na atuacao dos critérios empregados na simulacao dos processos de formagao dos

pares de bases. Assim descreve-se a seguir as caracteristicas de cada critério.

Com o critério geométrico destaca-se que a acessibilidade geométrica
é fator determinante na formacgdo dos pares (preferéncia geométrica na formacao
de alguns modelos) e hd existéncia de certa liberdade na formagao das ligacoes de
hidrogénio simples (1inica restrigao geométrica: distancia) [16]. Por outro lado, com
o critério energético tem-se que as transformacoes no sistema ocorrem por influéncias

dos fatores energéticos, pela selecdo dos modelos mais estaveis.

A seguir conclui-se sobre os resultados obtidos em fungdo de cada

critério. Desta maneira, o critério geométrico indica que:

e dos 4 modelos de ligacoes de hidrogénio miiltiplas heterogéneas entre
as bases A e T, os que apresentaram maior numero de ligacoes foram
ATWC e ATrWC. Os modelos de ATH e ATrH ocorrem em menor

quantidade;
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e quanto aos modelos homogéneos, tem-se que entre A e A, os modelos
AA(I), AA(IIL) e AA(IV) sdo os que apresentam maior possibilidade de
ligacoes. Para os pares entre T e T podemos destacar que os modelos
TT(I), TTI) e TT(IIT) apresentam quantidades de ligacées compa-

ravéis.

e dos 3 modelos de ligacdes multiplas entre as bases G e C, 0s que a-
presentaram maior probabilidade de formacao foram GCrWC e GCWC,;

o modelo de GC(II) ocorre em menor quantidade.

e quanto aos modelos homogéneos, tem-se que dos pares entre G e G, os

GG(I) e GG(IV) apresentaram maior quantidade de ligacdes.

Ainda neste sentido, é importante salientar o comportamento dos mo-
delos com ligacoes de hidrogénio simples. Pelos resultados observados nas ligacoes
simples e duplas entre as bases nitrogenadas; admite-se assim que uma das principais
etapas no processo de formagao dos pares de bases esteja associada a formacao das
ligacoes simples, uma vez que estas sao precedentes dos modelos de ligacoes miiltiplas

(duplas).

Por outro lado, na andlise dos resultados com o critério energético tem-

se que:

e dos quatro tipos existentes entre G e G, o GG(I) foi o que apresentou
a maior probabilidade de ocorréncia. Este resultado estd correto uma
vez, que segundo dados da literatura [44], este é 0 modelo que apresenta

a estrutura com maior estabilidade.

e quanto ao modelo entre C e C, verifica-se uma grande probabilidade
de ocorréncia pois, segundo dados da literatura [44], o valor do fator

de probabilidade para este tipo de estrutura é favoravel para a sua

ocorréncia.
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e com as estruturas G e C, os resultados mostraram que a maior proba-

bilidade de ligacdes é dada para os modelos GCWC e GCrWC.

e dos 4 tipos de pares entre A e A, 0 mais estével é o modelo AA(T). Por
outro lado, para os modelos envolvendo as bases T e T, o modelo TT(II)
é 0 mais estdvel segundo dados da literatura [44]; em nosso experimen-
to a estrutura que apresentou a maior probabilidade de ocorréncia foi
TT(I). Mas, uma vez que os valores do fator de probabilidade energética
para cada um dos 4 modelos com ligacoes duplas sao semelhantes e a
diferenca no numero de ligacoes entre os modelos é pequena, este com-

portamento é coerente.

e para a classe entre A e T, dos 4 tipos existentes, o que apresentou
a maior probabilidade de ocorréncia foi o modelo ATWC. Também,
destaca-se que este nao ¢ o modelo considerado mais estdvel. Mas,
como estes apresentam valores de energia de estabilizacao semelhantes,

segundo dados da literatura [44], este comportamento é adequado.
Assim, como descrito anteriormente, nosso algoritmo gera uma amostra
das estruturas dos modelos mais provaveis dentro de uma determinada classe, de
acordo com critérios geométrico e energético (as probabilidades de Boltzmann).
Um fato surpreendente que encontramos nos resultados é que a probabilidade de
ocorréncia para alguns modelos de pares nao segue a estrutura mais provavel dentro
da classe segundo o fator de probabilidade de Boltzmann. Isto sugere que existe
uma forte influéncia da etapa intermedidria na formagao dos pares (consideracao de

modelos formados inicialmente com ligacoes simples).

Com estes resultados pode-se destacar que alguns dos modelos con-
siderados os mais estdveis (que apresentam caracteristicas energéticas favoraveis a
formacao do par), nio sio necessariamente os que apresentam a maior probabilidade

de ocorréncia.
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5.2 Contribuicoes da tese

Foi implementado nm algoritmo para o estudo do processo de formacao
dos pares de bases considerando critérios geométrico e energético. Assim, salienta-se

que:

e 0 algoritmo implementado viabiliza a manipulagao através de indices,
tornando o codigo fonte mais legivel com a reducao do nimero de
variaveis para manipular a mesma estrutura. Por suas caracteristicas e
estratégias empregadas o algoritmo mostrou-se pratico e eficiente, pois
nao exigiu grande nimero de iteracoes. Iniimeros parametros de simu-
lacdo foram analisados para comprovarem o funcionamento e a eficiéncia
do algoritmo proposto. Também destaca-se que o uso de composicao de

matrizes traz um tratamento mais geral na modelagem das moléculas.

e os resultados obtidos nas simulacoes com os critérios estabelecidos forne-
cem a probabilidade de formacao para cada modelo dentro de uma de-

terminada classe de par de bases;

e a técnica de Monte Carlo conforme neste trabalho utilizada permite que
um sistema grande possa ser modelado num numero de configuracoes
aleatoérias, e os dados podem ser usados para descrever o sistema como

um todo.

e a verificacdo dos pares de bases considerando como etapa interme-
didria a ligagdo de hidrogénio simples (1 ponte de hidrogénio), permite
destacar a importancia da acessibilidade geométrica na formacdo dos

modelos;

e a andlise na formacao das ligacoes com cada critério nos permite dis-
tinguir a contribuicao e diferenca no comportamento de cada um na

formacao dos pares;
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e a relacao entre os modelos ditos energeticamente como os mais estaveis
e 08 que apresentaram a maior probabilidade de ocorréncia com os

critérios aqui estabelecidos;

e 0 desempenho obtido com o algoritmo indica a importancia do em-
prego em andlise de regides especificas com repeticoes de seqiiéncias de

nucleotideos.

O presente trabalho mostra que é possivel, mediante o algoritmo de colo-
cacao e movimentacao aleatorias, bem como da codificacao da seqiiéncia de etapas
definidora, aplicar o Método de Monte Carlo para simular os processos de ligacoes
de hidrogénio para a formacao dos pares, considerando os critérios geométrico e

energético de forma simples e eficiente.

Além disto, a combinacdo de ambos os critérios reproduz, na maior
parte dos casos, a preponderancia daquelas combinacoes que ocorrem naturalmente,
mostrando que estas dependem da acessibilidade geométrica e da energia de in-
teracdo, como explicitado antes. Assim, devido a variedade estrutural existente entre
os modelos de ligacoes de hidrogénio nos pares de bases, um estudo dos que apre-
sentam a maior probabilidade de ocorréncia, numa determinada regiao de seqiiéncia

repetitiva, pode auxiliar no entendimento do comportamento biolégico.

5.3 Sugestoes para trabalhos futuros

Falar em trabalhos futuros no campo da modelagem molecular é uma

tarefa dificil, pois hd muito para ser feito. Algumas idéias que surgem sio:
e consideracao das moléculas do solvente e andlise dos resultados com os
aqui obtidos.

e analise dos processos de ligacoes de hidrogénio, também com modelos

A-C, A-G, T-C e T-G com critérios geométrico e energético.
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e Aprimoramento do algoritmo para a andlise de estruturas maiores e
mais complexas. Como por exemplo, a analise do processo de formacao
de pares de bases, considerando a estrutura de um nucleotideo completo

(base nitrogenada, agucar e fosfato).

e analise da probabilidade de formacao destes modelos inseridos na dupla-
hélice do DNA, pois os pares isolados sao altamente dependentes da

variacao da seqiiéncia na posicao em que se encontram;



124

Trabalhos completos publicados em Anais e apresentados em

Congressos

e IV Pan-American Workshop Applied Computational Mathe-
matics, Faculdade de Matemdtica, Astronomia e Fisica. Universidade
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e VII ERMAC - Encontro Regional de Matemdtica Aplicada e
Computacional, Anais pp. 279-283, PUC-RS, 20-21 junho de 2002.

e XXV CNMAC - Congresso Nacional de Matemdtica Aplica-
da e Computacional, Anais p.430, Nova Friburgo -RJ, 16-19 setem-
bro de 2002.

e Formation process of free biological base pairs studied by
Monte Carlo, based on geometrical and energetic probabilis-
tic principles, Novel Approaches to the Structure and Dy-
namaics of liquids: Experiments Theories and Simulations,

Anais p.55, Rhodes-Grece, 7-15 setembro de 2002.

e XV CBECIMAT - Congresso Brasileiro de Engenharia e
Ciéncia dos Materiais, Natal-RN, 09-13 novembro de 2002.

e XXVI ENFMAC - Encontro Nacional de Fisica da Matéria
Condensada, Caxambu-MG, 06-10 maio de 2003.
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ENERGIA DE ESTABILIZACAO

Neste apéndice apresenta-se a energia de estabilizacao dos pares de

bases obtidos usando o método semi-empirico AM1

Tabela A.1: Energia de estabilizacdo (em Kcal/mol) dos pares de bases (ligagoes
miultiplas) obtidos pelo método semi-empirico AMT.

Par de bases

Energia de estabilizacdo

Energia relativa

Fator de Boltzmann

TTI 5.93 0.04 0.94
TT?2 -5.97 0 1
TT3 -5.90 0.07 0.88
TT4 -5.93 0.04 0.94
AA1 ~3.28 0 1
AA2 -3.00 0.28 0.63
AA3 -2.89 0.39 0.51
AA4 -3.00 0.28 0.62
ATWC -4.96 0.09 0.85
ATYWC -4.83 0.22 0.68
ATH -5.06 0 1
ATrH 4.97 0.089 0.86
GCWC -14.48 0 1
GCrWC “13.78 0.7 0.30
GC(I) ~11.09 3.39 0.03
GG(I) ~15.92 0 1
GG(II) -11.26 4.66 4x10~4
GG(III) -10.36 5.56 8.88x107
GG(IV) 421 11.71 2.95x107°
cC -9.55 0 1
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Tabela A.2: Energia de estabilizagdo (em Kcal/mol) dos pares de bases (ligacoes
simples) obtidos pelo método semi-empirico AMT.

Par de bases

Energia de estabilizacdo

Energia relativa

Fator de Boltzmann

TT(1pa) 5.42 0.55 0.39
TT(1pb) -5.23 0.74 0.28
TT(1pc) -4.84 1.13 0.15
TT(1pd) -4.84 1.13 0.15
AA(Ipa) “1.03 2.24 0.02
AA(1pb) -1.91 1.37 0.10
AA(1pe) -1.60 1.68 0.06
AA(1pd) -1.91 1.37 0.10
AT(1pa) -3.91 1.14 0.14
AT(1pb) -3.68 1.37 0.10
AT (1pc) -3.75 1.30 0.1
AT(1pd) -3.71 1.34 0.10
GC(1pa) -6.49 7.98 1.54x1076
GC(1pb) -8.17 6.30 2.59x107°
GC(1pc) -11.97 2.68 0.011
GC(1pd) -7.94 6.53 1.75x107°
GC(1pe) -10.96 3.52 2.73x1073
GC(1pf) 7.27 7.21 5.61x107°
GG(1pa) -14.61 1.31 0.10
GG(1pb) -15.394 0.53 0.40
GG(1pc) -10.37 5.55 9.05x107
GG(1pd) -4.21 11.71 2.95x107°
GG(1pe) -9.07 6.85 1.02x107°
GG(1pf) -1.10 14.82 1.59x1071
GG(1pg) -3.77 12.15 1.40x107°
CC(1pa) -6.82 2.73 0.010
CC(1pb) -6.82 -2.73 0.010




