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Resumo

Neste trabalho sdo apresentados conceitos sobre bioladggutar a fim de explicar o meca-
nismo de dobradura de biopolimeros do tipo RNA. Sabe-se gs&w@wea dos biopolimeros
pode ser determinada com base em célculos tedricos, pordeeiona funcdo de particao
construida de maneira iterativa. Sendo assim, a partir fiaigheo das funcbes e estruturas
de uma molécula de RNA, séo descritos métodos fisicos e cagipoais para a predicdo de
sua estrutura, com enfoque no algoritmo de programacaendinéde Nussinov-Jacobson,
0 qual investiga a estrutura 6tima da molécula fazendo usedeasdo. Apos a analise e
implementacédo desse algoritmo, adiciona-se a ele um mteteh@dinamico, a fim de analisar
o comportamento da molécula de RNA como fun¢éo da temperatyual ela estd submetida.
Os resultados obtidos mostram que é possivel monitoranefg@#o de pares de bases variando
a temperatura. Com a introducédo do modelo termodinamic@&reédse que o polimero pode
assumir duas fases distintas e a temperatura de transig@&oesnsas fases pode ser calculada

com o algoritmo modificado.

Palavras-chave:RNA, funcéo de particdo, programacéao dinamica.

Xiv



Capitulo 1

Introducao

Uma molécula de RNA é um polimero linear e heterogéneo, ctrjatesa primaria consiste
de sequéncias de quatro bases nitrogenadas chamadasa@&niGuanina (G), Uracila (U)

e Citosina (C) [20][34]. Devido a variacao de parametrosdtsiem seu ambiente, a molécula
dobra-se, formando estruturas de ordem superior (sedasdaterciarias), com regides de du-
pla hélice intercaladas por por¢ées lineares. As regidesipia hélice, chamadas de estruturas
secundarias, formam-se pelo emparelhamento de basescanggte favorecidas (ditas com-
plementares), que sdo C-G e A-U.

Modelos fisicos e computacionais tém sido utilizados parastigar a formacéo da estru-
tura secundaria das moléculas e favorecer o numero de lmapassthadas [40]. Neste trabalho,
€ analisado e implementado o algoritmo de dobradura de RRMA(folding de Nussinov-
Jacobson, o qual fornece a estrutura 6tima da sequéndenitib técnicas de programacao
dindmica [1][13][14][22]. Nesse algoritmo, dada uma seieede RNA, séo testadas as diver-
sas formas de dobradura a fim de obter a melhor conformac&zulai, determinada por meio
da maximizacéo do numero de bases emparelhadas.

Também é possivel realizar uma analise termodinamica dastugas de RNA, con-
siderando que a molécula possui uma energia livre que detearsua capacidade de formar
pares a uma dada temperatura. Sendo assim, um tratamentalie&mico € introduzido ao
algoritmo de Nussinov-Jacobson, a fim de analisar a confgionda molécula como funcéo da
temperatura. Sao realizados testes com o algoritmo matiifiealiando o comportamento da

energia e as transicdes de fase dos biopolimeros mediaat@edo de temperatura.



1.1 Organizacao do trabalho

O Capitulo 2 deste trabalho apresenta conceitos sobre l@ategiecular, destacando as
caracteristicas, funcfes e estrutura dos biopolimerosRigA e justificando o estudo de tais
moléculas.

O Capitulo 3 descreve o célculo tedrico para a determinacdstlatura secundaria da
molécula de RNA. Ele destaca as abordagens adotadas parallzaeda melhor estrutura e
as restricdes relevantes para a formacéo dos pares de Basestrado como s&o construidas
todas as possiveis configuracdes da molécula e como é defiftidedo de particdo, de maneira
iterativa.

O Capitulo 4 apresenta os métodos fisicos e computaciorniEsdbs na predicdo da es-
trutura secundaria do RNA, enfatizando a utilizacdo dasidasrde programacédo dinamica.
E descrito todo o funcionamento do algoritmo de Nussin@odson, que fornece a estrutura
otima da cadeia.

O Capitulo 5 explica como foi introduzido o tratamento terméachico no algoritmo de
Nussinov-Jacobson, quais foram os testes realizados cdgootmo modificado e quais as
grandezas avaliadas.

Por fim, o capitulo 6 apresenta as consideracdes finais daisédito.



Capitulo 2

Biologia molecular

Este capitulo apresenta uma introducédo sobre Biologia MialecA secéo 2.1 traz con-
ceitos béasicos sobre os biopolimeros DNA, RNA e proteinae¢As 2.2 apresenta o Dogma
Central da Biologia Molecular, descrito por Francis Crick 9]jlque explica a transferéncia de
informagdes entre as diferentes classes de biopolimeros.

Uma vez que este trabalho investiga moléculas de RNA, a se8&barda justificativas
para o estudo desse tipo de polimero, enquanto a secdo Zghesym estrutura. Por fim, a

sec¢do 2.5 ilustra as diferentes formas de representacéoaiésulas de RNA.

2.1 Conceitos basicos

Um polimero linear € uma macromolécula constituida por uepeticdo sequencial de
unidades estruturais menores, denominadas mondmeros. o@&maros podem ser quimi-
camente iguais ou diferentes. Quando os mondmeros saerdd#sy a molécula é chamada
de heteropolimero e, quando séo iguais, de homopolimergoBieros como as proteinas,
0 DNA e o0 RNA séo heteropolimeros. Nas cadeias de proteina némeyos sdo chamados
de aminoacidos, e podem ser de 20 tipos diferentes. As cadeiBNA e RNA também sao
formadas por mondmeros de tipos diferentes, chamadosatigdes [32].

O RNA (RiboNucleic Acidou Acido Ribonucléico) é um polimero linear e heterogéneo.
Cada monémero, denominado nucleotideo, € composto por ypo fpefato (molécula com
um atomo de fosforo cercado por 4 oxigénios), uma moléculacdear ribose e uma base
nitrogenada (anel heterociclico de &tomos de carbonoaggitio). As bases nitrogenadas sao

guimicamente classificadas como purinas (Adenina (A) e (Bagis)) ou pirimidinas (Uracila



(V) e Citosina (C)) [20][34]. As cadeias de DNA®¢oxyriboNucleic Acicbu Acido Desoxi-
ribonucléico) possuem composicdo quimica similar, porém am tipo diferente de acucar, a
desoxirribose, e a base Timina (T) em substituicdo a UrfRIK32].

Apesar da estrutura quimica e espacial dos mondémeros, aésutas de biopolimeros po-
dem ser representadas por polimeros lineares. Esta refaede € Util quando investiga-se as
propriedades da cadeia em uma escala de comprimento magoredm comprimento dos seus
mondmeros constituintes.

Os polimeros lineares podem ser descritos como uma redenemsional flexivel imersa
em um espaco tridimensional. As ligacbes covalentes etutnecs de carbono consecutivos de-
terminam o arranjo espacial do segmento limitado da cageépossui carater unidimensional.
Entretanto, em virtude da variacao de parametros fisic@snimente, tais como a temperatura,
a concentracao de sais, entre outros, o polimero pode eéedbprovocar o emparelhamento
de bases nitrogenadas energicamente favorecidas [32].

As bases que podem ser emparelhadas sdo chamadas de camgnleseElas séo ligadas
por meio de pontes de hidrogénio e encaixam-se perfeita&neontribuindo para a estabili-
dade da estrutura. O pareamento de bases se da de maneimaizsti, sendo que as pontes
de hidrogénio sao estabelecidas entre uma base purina enimdipa, desde que sejam com-
plementares [11].

Na molécula de RNA, os pares possiveis sdo C-G e A-U. O par G-ddaade menos
estavel, também é admitido. Na molécula de DNA, as basesleomptares sdo C-G e A—
T [20][34]. A citosina forma trés pontes de hidrogénio comuamgna enquanto a adenina
forma duas pontes com a timina [11]. Devido ao arranjo eapdeis bases complementares
emparelhadas, a regido emparelhada assume a forma de éligga tomo ilustrado na Figura
2.1a.

Embora apresentem composig&o quimica similar, 0 RNA e o DAy estruturas muito
diferentes. Na estrutura de dupla hélice natural do DNAsteri duas cadeias longas perfeita-
mente complementares na sequéncia, com uma estruturadéeieuregular e simples. Ja o
RNA geralmente ocorre como uma Unica cadeia, geralmenterrdergue o DNA e com uma
enorme variedade de estruturas secundarias, onde os pdrasas formados séo intramolecu-

lares [11][20].



A estrutura do DNA foi descoberta em 1953 por Francis Cricknee3aWatson na Univer-
sidade de Cambridge, na Inglaterra, por isso refere-se as bagparelhadas conhélices do
tipo Watson-Cric{32][34]. A Figura 2.1 apresenta por¢ées de uma molécula da BNe

DNA, a fim de ilustrar a estrutura e o emparelhamento de baseglementares dos dois tipos
de moléculas.

(@) DN

>

(b) RNA

-g—
:

<] et

Figura 2.1: (a) Emparelhamento de bases em uma molécula de(l)NEmparelhamento de
bases em uma molécula de RNA

2.2 O Dogma Central da Biologia Molecular

As células presentes nos organismos constituem a unidadariental da vida. As protei-
nas e os acidos nucléicos DNA e RNA desempenham um papel empedentro das células.
O DNA e o RNA armazenam, em forma de codigo, toda informacaadeima célula necessita
durante a sua vida e a de seus descendentes. As proteirmsrugksa informacéo traduzida
para permitir que a célula execute todo o trabalho necessénbrevivéncia do organismo [11].

A Figura 2.2 ilustra o Dogma Central da Biologia Molecular, meiado por Francis Crick,
em 1958 [8] e ampliado por ele em 1970 [9]. Esse dogma € um itoreee descreve a trans-

feréncia de informacao entre as trés principais classemgelbmeros: DNA, RNA e proteinas



[30]. O principal problema é formular regras gerais parandferéncia de informacao de um
polimero com um alfabeto definido para outro [8].
As transferéncias diretas de informacdo estdo agrupadasésncategorias, descritas a

sequir [9][30].

e Transferéncias gerais: ocorrem, normalmente, nas células. Na Figura 2.2, estédo
representadas por setas continuas. Sao as transferéacia®mnacdoDNA—DNA,

DNA—RNA RNA—Proteina

e Transferéncias especiaisocorrem apenas sob condi¢ées anormais. Na Figura 2.2, estéo
representadas por setas pontilhadas. Sao as transferéeciaformacadRNA—RNA

RNA—DNA, DNA—Proteina

e Transferéncias desconhecidasacredita-se que nunca ocorrem e, portanto, s&o omiti-
das da Figura 2.2. Referem-se as transferéncias de infoorRagteina—Proteing Pro-

teina—~DNA e Proteina~RNA

duplicagéo

RNA ————» PROTEINA
‘% tradugéo

replicacao

Figura 2.2: Representacao geral da transferéncia de inf@ondentro do Dogma Central da
Biologia Molecular [8].

O DNA contém o cédigo essencial necessario para a sintesetdénas e aminoacidos. A
sintese de proteinas € feita por meio da transferénciadgnaformacéo do DNA para 0 RNA,
conhecida comdranscri¢caq e da transferéncia geral de informacéo do RNA para a proteina

conhecida comtraducao[30].



A fase de transcricdo resulta na sintese do RNA. Nessa faseléauta de DNA abre-se
e a enzima RNA polimerase se liga a uma extremidade de uma damsalo DNA. Uma
porcdo dessa cadeia € transcrita em uma cadeia de RNA, qugp@aamplementar do DNA.
Essa cadeia simples de RNA é comumente chamada de RNA Mems@gRiNA). Ao final do
processo, 0 RNA se desprende do DNA, que volta a se fechaB1][

A fase de traducéo resulta na sintese de proteina. Nessa faRNA encontra-se com uma
enzima ribozima, no citoplasma da célula, e procede lenda canjunto de trés nucleotideos
(um codon) para converté-los em aminoacidos. Estes amdussdo montados juntos uti-
lizando as informa¢des do MRNA como modelo, para formar ummizima especifica usada no
organismo celular [30].

O resultado final da sintese de proteina ndo é possivel semilm ale formas variadas
de RNA, que realizam os processos de transcricdo e traduci@m do mRNA, existem o0s
RNAs néo codificados, que séo estruturas de RNA que nao saaittasiem proteinas especi-
ficas. Entre eles, estdo o RNA Transportador (tRNA) e o RNA Ribogsd(rRNA), ambos
envolvidos no processo de traducao [30].

As informacdes sobre as caracteristicas genéticas de uwiveezstdo codificadas na se-
guéncia de nucleotideos do DNA. Sendo assim, quando ummptog&ansmite suas carac-
teristicas genéticas aos seus descendentes, ele prenmseeioa eles uma copia do seu DNA. A
formacédo de cépias do DNA é feita por meio do processougidicacdodo DNA.

A duplicacédo consiste na formagéo de duas cadeias-filhafNdealpartir da cadeia proge-
nitora, permitindo a transmissao das caracteristicaglit@ras, bem como a sua conservagao.
A molécula de DNA abre sob a acdo da enzima DNA polimerase. Gadadessas cadeias
serve de molde para a formac&o de uma cadeia complementar [31

Deste modo, a duplicacao é um processo semiconservatispdeuma molécula de DNA,
formam-se duas outras iguais a ela, sendo que cada DNA riecérado possui uma das cadeias
da molécula mée. O resultado do processo de duplicacdo éadao de duas moléculas de
DNA idénticas entre si e idénticas a molécula original [31].

Além da traducdo, transcricdo e duplicacdo, existem oepsos de transcricao reversa,
replicacao e expressao. Na fasam@scricao reversao DNA pode ser sintetizado utilizando-

se 0 RNA como molde, com o auxilio da enzima transcriptasesavéla fase deeplicacaq o



RNA é “copiado” em RNA, sob a acéo da enzima replicase. Na fasgptessapa informacao

contida no DNA é transformada diretamente em proteina [18].

2.3 Por que estudar o RNA?

As proteinas atuam como catalisadores bioquimicos. O DNA ab armazenamento de
informacé&o genética. Como descrito anteriormente, o RNA éamiiossui funcdes especificas,
associadas a transcricdo do DNA e a sintese de proteinacoBRmaom Higgs [20], existem
basicamente trés tipos de RNA (transportador, mensageiossbmico), que diferem uns dos

outros em termos de tamanho, funcao e estrutura.

e RNA Mensageiro (mMRNA): uma molécula de mRNA é uma copia de uma das cadeias
do DNA, geralmente formada por milhares de mondmeros. O RNésageiro (MRNA)
€ responsavel pela transcricdo da informacdo genéticadaomb DNA. Ha, ainda, o

tmRNA, um tipo de RNA que apresenta caracteristicas tanto dé tirRldnto o mRNA.

e RNA Transportador (tRNA): € uma molécula pequena, que possui aproximadamente
0 mesmo tamanho de uma proteina (cerca de 350 aminoacidag)sdtime uma forma
de trevo muito bem definida. Em uma das extremidades, ligawsaminoacido especi-
fico. As trés bases do meio da molécula constituem o antic@ieemparelha-se com
as bases complementares do RNA mensageiro (mMRNA), o cédostefpdlo menos um
tipo especifico de molécula de tRNA para cada um dos 20 amawsicomumente en-
contrados nas proteinas. A principal funcao do tRNA é comdiszaminoacidos até os

ribossomos, onde ocorrera a sintese de proteinas.

e RNA Ribossémico (rRNA): os ribossomos sdo particulas responsaveis pela sintese de
proteinas. As moléculas de RNA ribossémico (rRNA) séo respais por parte da ativi-
dade catalitica do ribossomo, além de auxiliar no acopléondgm mRNA e do tRNA e

nos modelos estruturais das proteinas sintetizadas.

O estudo do RNA traz muitos beneficios importantes [30]. Afla®m funcdes essenciais de-

sempenhadas pelo mMRNA, tRNA e rRNA, existem os microRNAs, quend@snham funcdes



reguladoras. A analise da dobradura de uma molécula de RNA g&idr envolvida na regu-
lagem da expressédo do gene, principalmente porque 0s gsmamaamuitos virus séo codifica-
dos em RNA.

A predicao da estrutura do RNA influencia e auxilia na defindaduncao exercida pela
molécula. A partir da conformacéo do polimero de RNA, podergender os mecanismos
das reacdes bioldgicas e, assim, desenvolver novas drogdsagjueiem processos biologicos
indesejaveis [7].

Além disso, a predicéo correta da estrutura do RNA pode ferrastas para a cura e clas-
sificacdo de doencas, incluindo muitas que sao baseadasieniRINA. Essa é uma importante
area de estudo, uma vez que os genomas do virus RNA codificasd a&groteinas necessarias
para o seu material genético, mas também as proteinas aeasgmra a reproducao do virus
[30].

2.4 Estrutura do RNA

Os biopolimeros sdo caracterizados por uma hierarquiatdgwgas: primaria, secundaria,
terciaria e, algumas vezes, quaternaria (para as profeinds caso do RNA, a estrutura
primaria € dada pela sequéncia de nucleotideos que contém toda®masdobes para a re-
construcéo da formula quimica da molécula [32].

A alteracao das condicbes do ambiente onde esta a moléoueef@racao de sais, tem-
peratura, entre outras) faz com que o polimero dobre-smaftdo uma estrutura chamada
secundaria Esta estrutura é constituida por porcgées lineares inéglas com regides de du-
pla hélice, resultantes do emparelhamento das bases comphaes. Por fim, a conformacao
molecular evolui para uma estrutueaciaria, biologicamente ativa (ou nativa) [20][32]. Uma
estrutura é biologicamente ativa quando exerce uma furg@ecHica sobre um determinado
ser vivo, como € o caso do RNA em sua forma terciéria.

As moléculas de RNA tém potencial para formar estruturasdidiis em qualquer lugar
onde haja duas partes de sequéncia que sejam complemeiarestrutura secundaria, entre
as regides de dupla hélice aparecem por¢fes de cadeiassimpin bases desemparelhadas.
Pares isolados de bases geralmente séo instaveis, pasamiétices normalmente consistem de

pelo menos dois pares consecutivos [20].



A estrutura secundaria da molécula pode ser dividida emssuiberas, apresentadas na
Figura 2.3. Dependendo de sua forma, elas sdo chamadasid@te degdupla hélice (a), laco

hairpin (b), lago saliente (c), lagos interiores (d) e lago de nmaltnificacoes (e).

(e)

Figura 2.3: Subestruturas presentes na estrutura se@udddRNA

O chamaddairpin € um laco que conecta as duas extremidades de uma regido lde dup
hélice. O lago saliente aparece no meio de uma regido de tajz, em uma das cadeias,
enquanto o lacgo interior aparece nas duas cadeias. O lacaltigamificacbes conecta trés ou

mais regides de dupla hélice [20].

2.5 Representacao do RNA

Observacdes e andlises de estruturas secundarias do RNrammgsie € possivel predizer a
conformacdo terciaria da molécula a partir da sua estrgeeandaria completa [4][23]. Além
disso, as estruturas secundarias do RNA podem ser abordadandlise matematica, desde
gue a sua formacéo siga regras combinatérias simples [34]isfb, sdo realizadas diversas
pesquisas, por meio de modelos fisicos e computacionais defdeterminar a melhor estrutura
secundaria a partir da primaria e, entdo, investigar a fofimaerciaria. No Capitulo 4 serdo
descritos os diversos métodos utilizados para a predicastdaura.

A representacgdo convencional da estrutura secundaria ldéauteode RNA é um grafo pla-
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nar onde 0s nods representam os nucleotideos individuaigrestas as conexdes entre vizinhos
da estrutura principal e das bases emparelhadas [34]. ldotena molécula de RNA pode ser

representada graficamente de diversas maneiras, confesuoetd a seguir.

2.5.1 Representacéao utilizando siglas e identificando as extremidades d
cadeia

Para representar uma molécula de RNA, pode-se utilizar s sigrrespondentes as bases
nitrogenadas que formam a sequéncia e adotar uma conveargaig@ntificar as extremidades
da cadeia, isto é, a primeira e a Ultima base (ou monémer@dkda A indicacao 5’ refere-se
ao primeiro monémero da sequéncia e 3’ refere-se ao ultimwmero. A Figura 2.4 mostra
uma cadeia de RNA que comega com 0 mondmero mais a esqueraapsenddido por 5’ e

termina com o0 monémero mais a direita, sucedido por 3’ [34].

5’ UUCGGCCGAUGGGCUGCCUAGCCGAGAUCCGGU 3

Figura 2.4: Representacédo de uma cadeia de RNA utilizandssgldentificando as extremi-
dades

2.5.2 Representacao grafica bidimensional destacando as subestruturas
da estrutura secundaria

A Figura 2.5 reproduz a molécula de RNA apresentada na Figdrgp@rém a mesma esta
dobrada e seus monémeros sao representados por circulestgadigados, assumindo a estru-
tura secundaria. Seguindo a convenc¢éo adotada na Figu@s2Atremidades da cadeia estao
identificadas por 5’ e 3'. No desenho, observa-se a presenpargdes lineares intercaladas
com bases emparelhadas e procura-se destacar essasusutasspresentes na conformacao,

bem como lagokairpin e finais livres (bases desemparelhadas) [34].
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bases emparelhadas
(dupla
J . hélice)

final livre (bases,
desemparelhadas)

hairpin

hairpin
bases

emparelhadas
(dupla hélice)

jungéo

Figura 2.5: Representacgéo grafica bidimensional de umaacddeéRNA destacando as subes-
truturas da estrutura secundaria

2.5.3 Representacédo grafica bidimensional utilizando siglas e identifi-
cando as extremidades da cadeia

A Figura 2.6 apresenta a mesma representacéo e sequéhzeatna Figura 2.5, porém,
em vez de destacar as subestruturas da conformacao, edaalast bases nitrogenadas que
compdem a sequéncia, identificando as extremidades dadadéi

Fazendo uma andlise mais detalhada da Figura 2.5, obseava&enformacao assumida
pela molécula, de acordo com sua dobradura. O circulo logie@bdo 5’ representa o primeiro
mondmero da sequéncia, que € a base U, a qual ndo esta emgarettim nenhuma outra
base. A seguir, outra base U, que também esta desemparekmbidases seguintes formam
uma porcao da cadeia com bases emparelhadas: a primeirddasguénciab (CGGCC)
emparelha-se com a ultima base da sequéatt{&GCUG). Conectando as duas extremidades
dessa regiao de dupla hélice estdo as bases GAUG, na seth@ntisequénciad forma um
lagohairpin.

As quatro bases (CCUA) do treclde constituem uma juncao entre dois la¢@srpin (ad
e eh). O segundo lacairpin tem inicio com a regido de dupla hélice, onde a primeira base
da sequénciaf (GCCG) emparelha-se com a ultima base da sequ@hqi@GGU). As bases

AGAUC, no trechdg, conectam as duas extremidades desta regido de dupla hélice
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Figura 2.6: Representacdo gréfica bidimensional de umaaaéeRNA utilizando siglas e
identificando as extremidades da cadeia

2.5.4 Representacéo simbolica

A Figura 2.7 mostra uma representacao simbolica da caddriNdeutilizada nas figuras
anteriores. O ponto final . representa uma base desempdael@aparénteses aberto ( repre-
senta uma base emparelhada com outra que esta em algun@omesipis dela na cadeia, na
direcdo 5 3'. O parénteseses fechado ) representa uma base emparetimautra que esta
em alguma posicao antes dela na cadeia, na direcao oposta, [34].

Transformando a representacao apresentada na Figura @&nepresentacao simbolica,
a Figura 2.7 apresenta o inicio da cadeia com dois pontogcotigos, correspondentes as duas
primeiras bases desemparelhadas (UU). Em seguida, a semaeoom as 5 bases (CGGCC)
gue formam par com a sequéndie, representadas por (. Depois, as bases soltas (GAUG)
representadas por pontos, seguidas das bases (GGCUG) gplem@mtam a regido de dupla
hélice (trechad), representadas por).

Os quatro pontos consecutivos seguintes representam es ((2SUA), presentes na se-
guénciade, que fazem a juncéo entre os dois labagrpin (ad e eh). Por fim, no trechcef,
as bases que iniciam a regido de dupla hélice (GCCGQG), repaglsasnpor (; as bases soltas
(AGAUC) (trechofg), representadas por pontos consecutivos; e as bases (CG@Gip)ec

mentares da regido de dupla hélice, na sequémngia
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[ L] 1] ]

5’ UUCGGCCGAUGGGCUGCCUAGCCGAGAUCCGGU 3’

A O G G G B 1D b IV O O P ))))

Figura 2.7: Representacao simbdlica de uma cadeia de RNA

2.5.5 Representacéo utilizando arcos e siglas

E possivel a representacéo de uma cadeia de RNA com o uso de aoal serd muito
usada neste trabalho, pois permite identificar claramenbases emparelhadas. Utiliza-se as
siglas correspondentes a sequéncia de bases e une-sesosmpaeelhados por meio de arcos,

como mostra a Figura 2.8.

————
- ~

A=<~ TN

P =L N T ==l N
177 SN ) 77 RN

5’ UUCGGCCGAUGGGCUGCCUAGCCGAGAUCCGGU 3

Figura 2.8: Representacdo de uma cadeia de RNA utilizande arsiglas

2.5.6 Representacao utilizando arcos e simbolos

A Figura 2.9 apresenta a representacéo com arcos, tal coigara B.8, porém, em vez das

siglas, utiliza-se os simbolos introduzidos na repregéntaimbolica (Figura 2.7).

//:’—'__—— - PR el NG
17 S s ~\vV
A O O O G 10 10 10 10 IV O (N O O ))))

Figura 2.9: Representacdo de uma cadeia de RNA utilizande arsionbolos
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Capitulo 3

Determinacao da Estrutura Secundaria de
Biopolimeros

Este capitulo descreve o calculo tedrico para a deternmorgg@strutura secundéria de uma
molécula de RNA comm mondmeros. A sec¢do 3.1 apresenta as abordagens adotadas par
a determinacdo da melhor estrutura. A secdo 3.2 considguaak restricdes relevantes na
formacédo dos pares de bases. Na secédo 3.3, € mostrado cdnuerss condicdes, pode-se
construir todas as possiveis configuracdes de uma moléelRdNA. Isso é feito por meio de
uma funcéo de particdo construida de maneira iterativéindarde um mondémero, acrescen-
tando um novo mondmero a cadeia a cada passo da iteracad@amadwals novas configuracdes

possiveis resultantes da inser¢do desse novo monémero.

3.1 Abordagens utilizadas

Um dos objetivos da analise da estrutura secundaria do RNAdaler as propriedades
biol6gicas de uma populacdo de moléculas em uma soluc@id3ar € preciso definir as pro-
priedades estruturais predominantes nesta populacaoaesssgo mais suscetiveis a influenciar
as reacfes quimicas em que entram as moléculas [6].

A determinacdo da estrutura secundaria do RNA tem sido aglaizonsiderando diversas
abordagens, entre as quais destacam-se a maximizagédo éoondenpares de bases e a mini-

mizagao de energia.

e Maximizar o nimero de pares de bases:uma vez que o emparelhamento de bases

contribui para a estabilidade da estrutura, € conveniembasténcia de muitos pares,



para que a conformacao torne-se mais estavel. Desta fostaaal@ordagem busca uma
estrutura 6tima que maximize o numero de pares de basesameniares na sequéncia
de RNA.

e Minimizar a energia livre da estrutura: a configuracdo assumida pela molécula de-
pende da temperatura a qual ela est4 submetida, bem coma éaexgia interna. Em
geral, a energia interna € obtida a partir da energia premémida formacédo de bases

emparelhadas e da energia de formacéo de subestruturas|agos ehairpins

Um sistema fisico pode ser descrito por uma funcao termodg@éconhecida como ener-
gia livre de Gibbs [21]. O estado estavel do sistema é agaeke@qual a energia livre
de Gibbs € minima. Desta forma a configuracao estavel de utiaand@lécula de RNA a

uma temperatur@’ € aquela para a qual a energia livre de Gibbs é minima.

Um dos métodos de predicdo da estrutura secundaria de um@énsérjde RNA é cons-
truir, a partir de subestruturas, uma configuragéo paralaacreergia livre de Gibbs seja

a menor possivel.

Essas duas sdo as abordagens mais utilizadas, porém @ssrdapm dois problemas basi-
cos. Em primeiro lugar, o espaco de configuracdo do RNA sobreabagbusca é executada
€ extremamente grande e, até pouco tempo, nenhum métoelm&iisto de busca por todo o
espaco tinha sido proposto. O segundo problema € a atribdécénergias livres adequadas aos
varios componentes subestruturais [43].

Na solugdo, uma molécula de RNA pode dobrar-se de diversasirasudiferentes, re-
sultando em um namero enorme de estruturas secundaridsgessEsse nimero aumenta
conforme o comprimento do polimero, alcancando proporgégendmicas para moléculas de
tamanho moderado [47].

Embora o RNA seja um heteropolimero, pode-se, sem perda adzafjdade, descrever
a construcdo de um homopolimero e, depois, introduzir adgeaeidade das bases. Desta
forma, a principio, considera-se que todos os emparelhasmeossiveis (GC/CG, AU/UA e
GU/UG) fornecem a mesma energia a cadeia. Sendo assimggaanegrna da molécula é igual
ao somatério da energia proveniente de cada emparelharfosimada energia de contato),

independente de quais bases estejam emparelhadas.
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3.2 Restricbes para a formacao de emparelhamentos

Nesta secdo sao descritos alguns critérios para a corsstilecéstruturas secundarias do
RNA. Para isso, busca-se construir estruturas de formdiviergartindo de um monémero e
acrescentando um novo mondmero a cadeia a cada passo gadtdfasa construcao inicia-se

estabelecendo critérios e restricdes para a formacao des ga bases.

1. Contatos sdo possiveis apenas entre monémeros que nao gémeiros vizinhos: a
Figura 3.1 mostra que um mondémero nao pode emparelhar-seaomizinho mais pro-
Ximo na sequéncia. O arco com linha pontilhada representanuparelhamento permi-
tido e 0 arco com linha continua representa um contato jpimibi

,// \\\ /\
® @ @ @ @
1 2 3 4 5

Figura 3.1: Emparelhamento permitido (arco pontilhadojagbido (arco continuo) na confi-
guracdo da molécula de RNA

2. Nao sao permitidos pseudo-nés na configuracdom pseudo-no do RNA consiste em

um par de bases ndo aninhadas entre um laco de uma hasteuesdsia desta haste

[14], conforme mostra a Figura 3.2.

Pseudo-no

- T > -~
P /\\ ’/

\\
—o—0—0—0—0—90
1 5 6 7

Figura 3.2: Pseudo-n6 (arco com linha continua)

3.3 Construcao das possiveis configuracdes de uma molécula
de RNA

Uma vez que ndo é permitido um monémero emparelhar-se corinh@imais proximo, a

molécula precisa de pelo menos 3 mondémeros para formar uarelih@mento. A construcao
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das possiveis configuracdes de uma sequéncia de basegad&g@or meio de um processo
iterativo.

O procedimento iterativo consiste em construir todas agumacdes possiveis (obedecidas
as restricdes ja descritas) para uma sequénciandendmeros; adicionar um novo mondémero
para obter uma sequéncia de compriménte- 1) e computar o nimero de configura¢des desta
nova sequéncia.

A Figura 3.3 ilustra o processo de construcdo das possivmifigaracbes de ho-
mopolimeros, onde € o nimero de monémeros/¢ o numero de configuracdes diferentes
gue o homopolimero pode assumir, apresentando todd%osde forma gréafica, para melhor
compreensdao. Para ilustrar que o procedimento é iterasvopnfiguracdes da sequéncia com
mondmeros sdo apresentadas na cor azul, enquanto as cagfiigeida sequéncia cam+ 1)

mondmeros sdo apresentadas na cor vermelha.
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n Configuragées possiveis N(n)
0 0
1] 1
2| o 1
3 2
4 .///_\\\ /l_\\\ /,’ \\\\ 4
5 e—e o o0 O o—o—o—o—o//_\\ o—o'/—o—o//_\ —o o—o//—o—o—o\\\
8

-~ -~
—— —— -~ ~
e e - : - . 17

Figura 3.3: Possiveis estruturas que um homopolimero pxiarar, conforme o nUmerode
mondmeros
e Com 0 monbémeros a molécula apresenta 0 configuracdes psgsideiexiste molécula).

e Com 1 monémero a molécula apresenta 1 configuracdo possivetja, somente uma

base.

e Com 2 mondmeros a molécula apresenta 1 configuracdo possstel,que ndo pode

ocorrer emparelhamento.

e Com 3 mondmeros a molécula apresenta 2 configuragBes pssséraiuma delas a
molécula esta estendida e existe a formacédo de um contatanbases das extremi-

dades. Para que esse contato ocorra, a molécula deve debrar-
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e Com 4 mondmeros a molécula apresenta 4 configuraces pes&iveh analise da figura
revela que duas destas configuracdes sdo exatamente asi@gies possiveis pana=

3. Além disso, existem 2 configuracdes adicionais.

e Com 5 monémeros a molécula apresenta 8 configuracdes psssised configuracdes

anteriores e mais 4 configuracdes adicionais.

e Com 6 monémeros a molécula apresenta 17 configuracdes pesaiv@ configuracdes

anteriores e mais 9 novas configuragoes.

Desta forma, pode-se calcular o nUmero de configuracdesvpspara uma molécula
comn mondémeros, baseando-se no numero de configura¢des paraalétalamcom(n — 1)
monbémeros. Dada uma sequéncia cerbases, com um numero de configuracdes possiveis
N(n), a adicdo de um novo monémero produz uma sequéncia cujo aae@onfiguracdes é

dado pela seguinte equacao iterativa:

N(n+1)=N(n)+ Na (3.1)

onde Na é 0 numero de configuragdes adicionais que surgem quando urdnmeoo € adi-
cionado a sequéncia.

Pode-se perceber que a adicdo de um mondémero faz aument@ammapte o nimero de
possiveis configuracoes.

Para avaliar detalhadamente a quantidAdeconsidere a Figura 3.4. Se o mondéméro
e (n + 1) forem emparelhados, podem ocorréfn — 1) configurag@es internas ao arco. Por
exemplo,Na = 0 paran = 2 e Na = 2 paran = 4. Se 0 monémeré emparelhar-se com o

mondmeradn + 1), 0 nimero de configuragdes internas possiveisSéra— k).

e ————

e N e N 7 N i N
o—o—o —o—o—0 [ ® @ ® L) @ ® ® @ ® @
1 n+l=3 1 n+l1=4 1 n+l=5 1 k n+1=6

Figura 3.4: Conjunto de configuracdes com diferentes nunterosonémeros

Se3 < k < n serdo possiveid (k — 1) configuragdes externas, como ilustra a Figura 3.5.

Neste caso, podem existir o pdr,3) e o par(4,6). Se o par(1,3) existe e o paf4,6) ndo,
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obtém-se uma configuracéo diferente daquela obtida se (d garexistisse. Isso significa que

€ necessario testar todas as possiveis configuracées de pare

—_———— —_———

- ~ - ~

< AN K N
[ @ L @ L L J
1 2 3 k=4 n=5 n+tI=6

Figura 3.5: Uma das possiveis configuragfes externas ad ggrpara uma molécula com 6
monémeros

Sendo assim, o numero de configuracfes adiciasaié dado pelo produto:

Na = N(k—1)N(n—k) (3.2)
A equacao 3.2 pode ser generalizada, obtendo-se uma equergdi@3.3) para 0 nUmero

de configura¢gdes que a molécula pode assumir, conforme oraldaanondémeros que ela

pOSSsui:

N(n+1):N(n)—l—nZN(k—l)N(n—k:) (3.3)

A equacédo 3.3 fornece o numero de configuracdes que podenersetag para um ho-
mopolimero dén + 1) mondmeros, calculadas a partir de um homopolimene m@ndmeros.
No entanto, ela nada diz sobre quais mondmeros estao etmgudwel Ainda assim, é possivel
estendé-la para este caso.

Considere uma sequéndia= (51, Ss, Ss, ..., S,,) de tamanha, apresentada na Figura 3.6.

Considere uma subsequéncia entre as posigd¢shavendo um emparelhamento eritre ;.

- - - =

[ Y ® ® Py ® Py PP ® Py Py o — @ P
1 i k-1 k J n
o /
v
N(k+1,j-1)

Figura 3.6: Sequéncié de tamanha

O namero de estruturas secundarias possiveis para a sé@hsggentré e j pode ser escrito

como:
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_, Externas Internas

N(,j)=N@i,j—1)+> N k—1)Nk+1,j—1) (3.4)

1

<.

e
Il

onde:
e N(k+1,j—1)=Numero de configuracdes internas entre 0s mondnieegs
e N(i,k — 1) = Numero de configuracdes externas entre os mondémergs— 1)

A formacéo de um par de bases emparelhadas se déa pela fordeligacdes quimicas do
tipo pontes de hidrogénio. As pontes de hidrogénio séo foaspor afinidade energética e, em
comparacao com outras ligacdes quimicas, sao extremarfnacds, podendo ser quebradas
pela propria agitacdo térmica do sistema. A manutencaaqdedo € uma competicao entre a
energia quimica e a energia térmica: se a energia térmicaddo maior que a energia das
pontes de hidrogénio, a ligacao pode ser quebrada e o pafe@tales

Na Mecanica Estatistica, a formacéao de ligacdes € trataftarda probabilistica. A proba-
bilidade de formacéao de ligacdo é dada pelo chamado peso theraoin, que € obtido por:

—&

p=eT (3.5)

ondec € a energia de ligacdosg = KT € a energia térmical{z € uma constante chamada
constante de Boltzmanniéé a temperatura do sistema) [21].
1 - ~ . ~
Sendos = KT a probabilidade de formacéao de ligagao pode ser calcutada:c

B

p = e P0I) (3.6)

Adotando uma energia para cada contato (emparelhamento) na sequéncia, podesse r

creverN (i, 7) como a funcad’ (i, j) da subsequéncie;...S;), apresentada na equagéao 3.7.

7—1
Z(i,§)=Z(i,j—1)Y_ Z(i,k = 1)e D Z(k+ 1,5 - 1) (3.7)
k=1

Em Mecanica Estatistic#(i, ) € conhecida como Funcéo de Particao [21].
Por fim, define-se uma funcao de partigaglobal para a molécula, apresentada na equacéo
3.8. Dada uma sequéncia canbases, ela considera o conjunto de todas as estruturaggiessi

de tamanha, denotado por2(n), e a energia de cada estrutétadenotada porE(.S).
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Z(n) = Z e~Pe) (3.8)

Se Q(n)
Para melhor compreensdo das equacdes definidas anterieymensidere um exemplo

pratico. Seja uma molécula de tamanhe- 15, apresentada na Figura 3.7.

—_————
— -
—

// \\
Ve N
7/ AN

/ AN
O L @ @ @ L L4 L L @ @ @ @ L L ]
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

_/
| [ - |
i k-1) k N(f;ll) j
N(k+1,j-1)

Figura 3.7: Exemplo pratico com uma sequéncia de tamanho 15

Desta forma, sabe-se que:

e n=15
e ;=3
e j =12
e k=06

Para obter o nimero de possiveis configuracdes quando unmoma@mero é adicionado a

cadeia, aplica-se a equacéo 3.3:

N(16) = N(15) + [N(0)N(14)] + [N(1)N(13)] + [N(2)N(12)] +
[ING)N(AD)] + [N(4)N(10)] + [N(5)N(9)] + [N (6)N(8)] +
[IN(TN(D)] + [N@)N(6)] + [N(9)N(5)] + [N(10) N (4)] +
[N(1I1)N(3)] + [N(12)N(2)] + [N(13)N(1)] (3.9)
A equacao 3.9 mostra que, para calcwdi6), todas as configurag6@g(i < 15) ja devem

ter sido contadas, por isso o calculo é recursivo.
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Da mesma forma, pode-se calcular todas as configuracodsgiessspecificamente entre

0s mondmero8 e 12 (sequéncia de tamanlp aplicando-se a equacgéo 3.4:

N(3,12) = N(3,11) + [N(3,0)N(2,11)] 4+ [N(3,1)N(3,11)] +
[N(3,2)N(4,11)] + [N(3,3)N(5,11)] + [N(3,4)N (6, 11)] +
[N(3,5)N(7,11)] + [N(3,6)N(8,11)] + [N(3,7)N(9,11)] +
[N(3,8)N(10,11)] + [N(3,9)N(11,11)] 4 [N(3,10)N(12,11)] (3.10)
Neste caso, todas as configuracdes internas a sequ@nt® ja devem ter sido com-
putadas.

No proximo capitulo, sera apresentado o algoritmo de Nagslacobson, para a imple-

mentagéo computacional desses calculos.
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Capitulo 4

Algoritmo para a Predicao da Estrutura
Secundaria do RNA

Este capitulo apresenta os métodos fisicos e computesiapl@ados na predicao da estru-
tura secundaria do RNA. A secao 4.1 descreve os diversos asamitizados para este fim. A
secao 4.2 enfatiza e justifica a utilizacdo de algoritmosrdgramacao dinamica na predicéo
das estruturas, com base no calculo teorico descrito ntut@pinterior. Por fim, a secdo 4.3

explica o funcionamento do algoritmo de Nussinov-Jacojgoa sera utilizado neste trabalho.

4.1 Pesquisas e experimentos

O progresso da determinacdo da estrutura secundaria do RiNAid® maior do que o
da terciaria, sobre a qual ainda ha poucas informacdesimgrgais [20]. Sabe-se que as
estruturas possuem uma certa hierarquia: a primaria serme base para a construcao da
secundaria que, por sua vez, define a terciaria. Assim, endatecao da estrutura secundaria é
um passo necessario para a reconstrucao da molécula deiferatiza.

Observaces e andlises de estruturas secundéarias do RNAamagte elas servem como
base para a predicdo da conformacao terciaria da moléd{@3]4 Por isso, séo realizadas
diversas pesquisas a fim de determinar a melhor estrutusaddda a partir da primaria e,
entdo, investigar possiveis elementos da estruturati@rgide sejam compativeis com ela [40].

A formacéo da estrutura secundaria do RNA pode ser investigadmeio de métodos fisi-
C0s ou computacionais. Os métodos fisicos sao eficientesgjpara determinar um pequeno
ndamero de moléculas, uma vez que eles estdo propensos & edosndicados somente para

sequéncias curtas, com algumas centenas de nucleotidemnos [30]. A seguir, sdo apresen-



tados alguns dos métodos fisicos de determinacédo da eatddlRNA, com suas respectivas

restricdes.

e Cristalografia de raios-X: determina a estrutura do RNA por meio da cristalizacdo da
molécula. Entretanto, alguns pesquisadores consideraaiamanstalino muito diferente
das células (meio em que a molécula exerce sua funcao), arbjar evidéncias de que

0 meio cristalino tem muita agua e algumas enzimas séo atdlag7].

e Ressonancia Magnética Nuclearutiliza um campo eletromagnético para investigar os
estados dospins(orientacao) dos varios nucleos atbmicos. Essa técnioaiteetetermi-
nar a estrutura da molécula em uma solucéo, que é um mei@asargklula. A imagem
da ressonancia magnética, resultante de sinais de fraguncadio, reflete o ambiente
guimico em que se encontra o nucleo da molécula. No entaste @m limite fisico no
tamanho das moléculas analisadas, pois o tempo de reladas&pinsnucleares (taxa
com a qual o nucleo volta ao seu estado de menor energia [di7iminuindo com o

aumento do tamanho, o que dificulta a observagéo e a resaapéaotral [7].

Diante das limitagBes apresentadas pelos métodos fismoslui-se que os métodos com-
putacionais sdo mais apropriados para a predicao da eatdauRNA. A maioria deles sao
baseados em algoritmos estocasticos (como a técnica dadobtica), métodos comparativos,
recozimento simulado, algoritmos de programacao dinamjicaais recentemente, algoritmos

evolucionarios [30]. Os principais métodos computaci®san:

e Algoritmos estocasticosum algoritmo estocastico € um método que combina mudancas
aleatdrias com mudancas probabilisticas e, portantoilatiinte repete um resultado de
um experimento para outro. Para se ter uma meéedia do seu desleo® necessario
avaliar o resultado médio de varios experimentos [29]. @tolgj da programacédo es-
tocéastica € auxiliar na tomada de decibes, encontrandg@sdudtimas em problemas
gue envolvam dados com incerteza.

A técnica da dobra cinética é um algoritmo estocastico quelaia cinética (movimen-
tacdo) de moléculas de RNA por meio de trajetérias estoedstimwdeladas pela for-
macao, dissociacao e deslocamento de pares de basesuadijigD]. Essse método tem

tido sucesso na predigéo da estrutura secundaria do RNA edadbcem [15].
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e Métodos Comparativos: a analise comparativa de sequéncias busca obter uma solucéo
otima a partir de informacgdes sobre sequéncias de RNA reladas filogeneticamente.
Existem diferentes formas de andlise comparativa de se@$para a predicdo da es-
trutura secundaria do RNA. H4 métodos baseados no alinhamdestsequéncias, na
combinacédo das sequéncias e no alinhamento das estruturas.

A analise comparativa de sequéncias pode ser combinada poninizacao da energia
da estrutura, como é feito no softwddgnalign que usa analise comparativa combinada
com o algoritmo de dobradura Nussinov-Jacobson [26]. Uméadgdo dos métodos
comparativos é que eles requerem um conjunto de entradaadedumais sequéncias de

RNA filogeneticamente relacionadas ou muito similares pegar a uma solucao.

e Recozimento Simulado $imullated Annealing - SA: o recozimento simulado é uma
técnica que simula o processo de recozimento de materiaigikzeda na resolucéo de
problemas de otimizacao de grande porte. Essa técnicabs\vitamos locais, pois admite
solucdes de piora, aceitando movimentos para solu¢cdesaguadiam o valor da funcéo
objetivo. As solucdes de piora sdo aceitas com uma certapitatade, que depende de
um parametro chamado temperatura [38]. A probabilidadecd@aast um determinado
movimento decresce com a temperatura, portanto, quantorragemperatura, menor a
chance dos movimentos degradantes serem aceitos [12].

Sao feitas buscas heuristicas SAs com a dobradura da nal@éeURNA, procurando
encontrar a estrutura de menor energia livre. Estudoshdetlas do comportamento
desse algoritmo séo apresentados em [41][42]. Experimarg@redicdo da estrutura
secundaria do RNA tém mostrado que os resultados obtidos lgoritaos SAs séo
superiores aos obtidos com algoritmos evolucionariofizatido o mesmo modelo ter-

modinamico [30].

e Algoritmos Evolucionarios (Evolutionary Algorithms - EA3: a computacdo evolu-
ciondria consiste em uma maquina otimizada capaz de apyéadeada nos moldes dos
mecanismos de evolucao bioldgica e selecao natural. Unnitalgoevolucionario apre-
senta uma estratégia de otimizacdo estocastica, poréiizanfarelacionamento com-
portamental entre progenitores e sua descendéncia em \tentde emular operadores

genéticos especificos observados na natureza. Desta fomadgoritmo evolucionario é

27



similar a um algoritmo estocastico, porém, em vez de imphareruzamentos entre 0s
individuos de uma populacéao, ele confia na aptidao parawwe@neia e mutacao [37].
Esses algoritmos estdo entre as abordagens mais recerdes pedicdo da estrutura
secundaria do RNA. Eles buscam simular um percurso de dobreahatilizando uma
abordagem baseada na populacdo. Destaca-se, neste @oaterftwareRnaPredict
um algoritmo genético baseado em permutagdoPeRmaPredictambos desenvolvidos
no laboratério do Dr. Wiese [10][19]. A principal desvargagdos algoritmos evolu-
cionarios é o tempo de execuc¢ao, que € demorado em relacatgagimos de progra-

macao dinamica [30].

e Algoritmos de Programacgé&o Dinamica Dynamic Programming Algorithms - DPAs
esses algoritmos tém sido utilizados para otimizar digecsaacteristicas da estrutura
secundaria do RNA. O algoritmo de programacdo dindmica Nogslacobson é o
primeiro exemplo de otimizagdo por meio da maximizacdo dmd&gdo de pares de
bases [28]. Outrsoftwareque tem se destacado é o DPA de Zuker, chanifind
[46][48][49][50], que incorpora varios parametros ternmadnicos a fim de refinar a pre-
cisdo da predicdo. Nesta monografia, sdo discutidos asp@taeionados ao algoritmo

de Nussinov-Jacobson.

4.2 Algoritmos de programacao dinamica

De maneira geral, os algoritmos que investigam a formac&statura secundaria do RNA
simulam a dobra do polimero, procurando obter a melhor eor#gdo. Sendo assim, com base
em analises e experimentos, foram criados diferentesitigs de dobradura de biopolimeros,
0s quais buscam obter uma estrutura 6tima, que maximiza enolde bases emparelhadas e
minimiza a energia.

O estudo de tais algoritmos € de importancia consideravstiainente para compreender
como essa estrutura 6tima é encontrada, ou seja, quais dibéo®s para a sua escolha, e
como o algoritmo trabalha para esse fim.

Existem muitas maneiras de dobrar a molécula para formandwes secundaria. O nimero
de estruturas secundarias diferentes cresce exponeanialrnom o tamanho da sequéncia,

0 que limita o algoritmo a processar apenas cadeias curtaspr@dblemas de dobradura do
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RNA sao conhecidos como problemas RIBA-folding Os calculos de dobradura de RNA
muitas vezes requerem um grande poder computacional, p@mnastivo € necessario recorrer
as técnicas de programacao dinamica, que permitem proagkzas longas recursivamente,
a partir da soma de partes menores.

As técnicas de programacao dinamica, desenvolvidaslmierde por Richard Bellman, em
1957 [2], s&o usadas para obter a otimiza¢éo na solugao blepras por meio da minimizagao
ou maximizagao de algum parametro. Elas envolvem a decagdjpode um problema parti-
cular em diversas partes, tratando cada parte como um pralsteenor a ser resolvido em um
determinado estagio. A solucado 6tima final é obtida a paatisalucao desses subproblemas.
Dividir um problema grande em subproblemas faz com que a lexdpde do problema inicial
seja reduzida [30].

Na pratica, valores de predicdo em sequéncias de RNA mostraraggprogramas de do-
bradura de RNA atuais conseguem aproximadamente entre 30 d&’pares de bases corretos,
em meédia. Isso é util para muitos propésitos, mas ndo englotzasérie de aplicacbes. Por
outro lado, os algoritmos de programacéo dinamica paraadaba de RNA séo garantidos para
fornecer a estrutura 6tima matematicamente [14]. Este & uamimotivo para a utilizacdo de
programacdao dindmica nos algoritmos de predicao da estregundaria do RNA.

No processo de predicdo da estrutura secundaria do RNA, és@eeatribuir uma ener-
gia livre para cada possivel conformacédo da sequéncia gtiagp® comparar as estabilidades
termodindmicas. A energia livre de uma determinada es&rygade ser calculada utilizando
parametros considerados em alguns modelos de predi¢cd@gg45].

Os modelos assumem que a energia de um RNA depende das baaeslleadas proximas
[16]. Assim, a energia livre total da molécula é estimada pembinacéo de termos de energia
provenientes de diversas partes da estrutura secundgdria,das por¢cdes lineares quanto das
regides de dupla hélice [16][20].

Este trabalho apresenta a analise e implementacdo de uniratyde dobradura de RNA
(RNA-folding desenvolvido por Nussinov e Jacobson [1][13][22], o quahé&ce a estrutura
secundéaria 6tima da cadeia. Esse algoritmo, também calthemino_oop Matching Algorithm
(LMA) [16], utiliza técnicas de programacéo dinamica quenézem o valor da estrutura 6tima

recursivamente, como uma funcao dos valores 6timos de qudseias menores [14]. Dada
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uma sequéncia de RNA, sdo testadas as diversas formas deuwabadim de obter a melhor
conformacao molecular. A estrutura 6tima é determinadan@io da maximiza¢do do numero

de pares de bases.

4.3 Algoritmo de Nussinov-Jacobson

De maneira simplificada, pode-se dizer que o algoritmo desiNag-Jacobson é a “re-
ceita” computacional para a obtengao das configura¢cOesaithals na Figura 3.3 e representadas
matematicamente pela equacéo 3.4. Tanto o numero totaioqasiweonfiguragdes para uma se-
guéncia de comprimentodependem do conhecimento das configurages da sequgncia,
uma vez que a inser¢cdo de um monémero aumenta o numero tatahfiguracdes por uma
guantidadeVa, conforme descrito anteriormente.

O algoritmo de programacao dinamica Nussinov-Jacobson @osrprimeiros e mais sim-
ples métodos para a otimizacdo da estrutura secundaria dop@iNmeio da maximizacao do
namero de pares de bases. Em geral, encontrar a estrutura cdmero maximo de bases
emparelhadas é a forma mais basica de predizer a estrutaeg ima vez que essa abordagem
nao leva em consideracao alguns parametros termodinaassosiados a estrutura secundaria
do RNA. A aplicacéo do algoritmo requer a especificacdo de ununto de regras que levam
em conta parametros termodindmicos e mecanicos da malécula

O algoritmo de Nussinov-Jacobson prové uma forma eficieata @ execucédo de todo o
procedimento, construindo as estruturas a partir de subse@s menores, fazendo uso de
recursdo. Em alguns casos, o algoritmo pode encontrar rmaisd estrutura para uma deter-
minada molécula [14] e critérios fisicos e bioldgicos dewamutilizados na interpretacéo dos
resultados.

Para executar a recursao de forma eficiente, é preciso tezaate que, ao tentar computar
uma determinada sequéncia, todas as pontuacfes das frisagunenores ja estdo calcu-
ladas, conforme a equacao 3.4. Por isso, as técnicas dapraggio dinamica sao uteis.

No algoritmo de Nussinov-Jacobson, a sequéncia é armaz@&madima matriz. Se é
0 numero total de bases da sequéncia, armazenar a matrer regmoria proporcional a2
[14]. Isso n&o é exagerado nos dias atuais; dobrar uma sgguwém 1000 bases, por exemplo,

requer alguns megabytes. No entanto, para encontrar passiturcacées na sequéncia, o
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algoritmo requer tempo proporcionaka [14]. Desta forma, em relacdo a sua complexidade
computacional, o algoritmo de Nussinov-Jacobson execuitznetempa)(n?) e requer espago

na memoriaO(n?) [16].

4.3.1 Funcionamento do algoritmo

O pseudo-codigo do algoritmo de Nussinov-Jacobson € apeskeno trabalho de Durbin
[13]. A implementacao do algoritmo ja foi desenvolvida e @sdr encontrada em [1][22][35].
Com base na implementacao de [35], foi possivel analisar@doamento do algoritmo.

O algoritmo de Nussinov-Jacobson é dividido em dois essag® primeiro consiste no
preenchimento da matriz, que equivale a construcao de &sdesnfiguracdes possiveis para a
sequéncia. O segundo estagio € um procedimenteadebacking o qual busca, entre todas
as configuracdes geradas, aquela com o maior numero de mapasethadas, chamada de
configuracdo 6tima. Com base no trabalho de Poonian [30} psseedimentos sao descritos

a sequir.
Estagio 1 - Preenchimento da matriz

O algoritmo de Nussinov-Jacobson utiliza uma mat(iz, n) armazenada na memaria prin-
cipal para computar as estruturas geradas para uma segj@éncomprimenta. A matriz é
dividida em duas partes, de forma triangular, sendo asgaumgerior e inferior separadas por
~(i,7). Cada elemento da matriz na parte superior representa uroca subsequéncia que
comega com o nucleotidgce termina com o nucleotideo Cada célula armazena um valor
gue indica o numero maximo de pares de bases possiveis parsubsequéncia. A parte infe-
rior (ondej < ¢) € anulada e nao é utilizada no procedimento de preenclordamatriz. Esse
espaco pode ser Util para posteriores modificacées no t@igori

Conforme sera visto a seqguir, a matriz triangular superick peeenchida obedecendo a
um conjunto de regras de formacao de pares e restricoes gaavéDiferentes conjuntos de
regras de emparelhamento e de restricdes podem ser usfthis)do diferentes propriedades

da molécula. Neste trabalho, sera utilizado o seguinteiatmgde regras e restri¢coes:

v(i,4) =0 (4.2)
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v, i+£1)=0 (4.2)

Segundo a equacéo 4.1, uma base ndo pode formar par consig@anigegundo a equacao
4.2, uma base néo pode formar par com seus vizinhos imediatarsubsequentes.

A seguir, o algoritmo prevé a fase de preenchimento a maaggyndo um conjunto de regras
de emparelhamento. Essas regras baseiam-se na equacam3-gara 3.3, e incorporam a

heterogeneidade da sequéncia.

v(i+1,5) sei desemparelhada @)
v (i, —1) sej desemparelhada (b)
v (i,7) = max § mazi<p<; [y (i, k) +v(k+1,j)] se bifurcacéo (c)(4.3)

. . . 1 se(i,j) emparelhadas
Y(@+1,7—-1)+0(i,j) = (i, ) emp a} (d)

0 se(i,j) desemparelhad

O algoritmo atribui um valor para cada par de bases formadmazena a soma total dos
valores como sendo a “pontuacao” (ou peso) dessa estritoréinal, a estrutura com maior
pontuacéo, isto é, a que possuir o maior nimero de pares €g, léaes 6tima.

Na formacéo dos emparelhamentos, a probabilidade de fasnzares GC/CG e AU/UA é
a mesma, e recebe pontuacao de valor 1 [30]. Nesse algoatemparelhamento GU/UG néo
€ considerado valido, uma vez que € muito instavel, podemddesfeito faciimente.

As pontuacfes das sequéncias possiveis sdo armazenadaisinariangular. Inicializa-se
com subsequéncias de tamanho 1 ou 2, as quais nao possusrdebases e, portanto recebem
pontuacdo zero. Sao acrescentadas bases a subsequ@miadbtendo subsequéncias cada
vez maiores, até alcancar o tamanho desejado. Em seguidpgera-se a estrutura 6tima por
meio de um procedimento dacebackind14][16].

Primeiramente, a matriz(n,n) é inicializada com as equacgfes 4.1 e 4.2, ou seja, trés de
suas diagonais recebem valor zero. As equacdes 4.1 e 4.2ilkfaxlas para garantir que,
mais tarde, durante o preenchimento da matriz, ndo ocoreareferéncia a um elemento nao
preenchido.

Nos elementos da matriz sdo armazenadas as pontuacoeagmestrutura obtida segundo
a equacdo 4.3. A primeira diagonal preenchida contém subsei@s de tamanho 3, a segunda

contém subsequéncias de tamanho 4, e assim por diante. @erd@rogressao de cada diago-
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nal, o ultimo elemento preenchido da matriz € o do canto supdireito,(0,n — 1). O valor
desse elemento fornece o numero maximo de bases empaeelhada

A ideia principal para o preenchimento da matriz e a defingid@® subsequéncias € que
existem quatro maneiras possiveis de obter a melhor estdis subsequéncias entre as bases

(4,7) [5]. Os quatro casos, ilustrados na Figura 4.1, séo:

1. Adicionar uma basedesemparelhada & melhor estrutura da subsequéneig ;.
2. Adicionar uma basgdesemparelhada a melhor estrutura da subsequgncia 1].
3. Combinar duas subestruturas 6timas]| e [k + 1, j] (bifurcagao).

4. Adicionar as bases emparelhadag a melhor estrutura da subsequéricia 1, 7 — 1].

+17,j ..
%’O? Y (ij-1)
°Zg 0—0
ool o 2—8{}&0_
ili+l J i 1
1. i desemparelhada 2. j desemparelhada
Y(i+1,j-1)
Y@ik) |V (kt1))
—é—o-—4& i+16—@)-1
i k |kt J T =Y
3. Bifurcagao 4. i,j emparelhadas

Figura 4.1: Quatro possiveis maneiras de se obter a meltnotiga de uma subsequéncia.

Durante o estagio de preenchimento da matriz, é utilizadata puperior da matriz(n, n)
(ondej > 1), seguindo o conjunto de regras e restricdes descrito necaqut.3. Utilizando
essa abordagem, um elemento da matriz € preenchido poriagendlmente, comecando do

elemento do canto superior esquerdo da matriz até o elerderdanto inferior direito.
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Estagio 2 - Procedimento délracebacking

O estagio de preenchimento € utilizado para construir & paaingular superior da matriz
~(n,n). O elemento do canto superior direito da matyig), n — 1), contém o valor que indica
0 nimero maximo de pares de bases para a sequéncia. E niecassf@rocedimento para
recuperar e reconstruir a estrutura que corresponde a ocrag@p otima entre todas as configu-
racdes geradas. Para esse proposito, utiliza-se um pnoeeidi detracebacking que pode ser
feito com uma implementacgao recursiva ou com uma impleméaatbaseada em pilha.

Neste trabalho, utiliza-se um algoritmotiacebackingpaseado em pilha. Ele é inicializado
inserindo na pilha as posicdes- 0 e j = (n—1) da matriz, e é finalizado quando a pilha estiver
vazia ou quande > j, correspondente aoacebackinggue atingiu a ultima subsequéncia da
matriz.

Todos os valores preenchidos da matriz sdo analisadosgeon® pelo elemento do canto
superior direito. A cada elementdi, j), é feita uma avaliagdo com base nos valores ja calcula-
dos para o preenchimento, por isso o procedimento é chaneddicdbackingja que consiste
em um retrocesso nas posi¢des preenchidas da matriz. Agesta avaliacdo, é inserida na
pilha uma base desemparelhada j, uma bifurcacdo ou um par de bageg). Se, em algum
ponto, ndo existir mais do que uma condi¢cdo maxima plaupéwa algumy(i, j), entdo ha a
possibilidade de alternar estruturas com o numero maxinpacks de bases.

Inicialmente, a pilha esté vazia. Empilhaise 0 e j = (n — 1). A partir dai, tem inicio
do procedimento d&acebacking Enquanto a pilha ndo estiver vazia, o elemento do topo é
desempilhado e é avaliado por meio de um conjunto de testasdpéinir o proximo passo.
Sendo(7, j) a posicao do elemento desempilhado, o procedimento carginguanta < ;.

Os testes feitos com o element(, j) se baseiam no conjunto de regras utilizadas para o
preenchimento da matriz, apresentado anteriormente,uzgéq 4.3. Cada elemento da matriz
analisado ira se enquadrar em um dos quatro casos mostradioguna 4.1. Se for o quarto
caso, em que as baseas;j estdo emparelhadas, entdo o (@af) sera armazenado em uma outra
pilha, reservada apenas para os pares de bases. A segaipredentados os testes feitos com

cada elemento da matriz e a decisdo a ser tomada em cada caso.

e Teste 1-Se~(i,7) =~(i+ 1,j): empilha-s€i + 1, j);
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e Teste 2-Se~(i,7) = v(i,j — 1): empilha-s€i, j — 1);

e Teste 3—Parak dei+1atéj—1,sevy(i,k)+~y(k+1,7) =~(4,7): empilha-s€k+1, j)
e (i, k);

e Teste4-Sev(i,j) =~(i+1,7—1)4+4(i,7): empilha-s€i+ 1,7 — 1) e coloca-séi, j)

na pilha de pares de bases.

Desta forma, a cada passo do procedimento, o elemento dadaopitha é desempilhado e
avaliado, enquanto a pilha n&o estiver vazia<e j. Quando uma dessas duas condi¢cdes néo
for obedecida, o processo acabara e a pilha de pares de t#asester os pares formados na

estrutura 6tima.

4.3.2 Restricbes para as possiveis estruturas

A construcdo de estruturas secundarias de RNA obedecemre &ligi€rios e restricdes na
formacédo dos pares de bases. Uma restricdo é que nao sagdecadas interacées ou modi-
ficacBes de bases com outras moléculas. Outra restricdmelesta que bases imediatamente
vizinhas ndo podem ser emparelhadas. Além disso, os agaritle programacgdo dinamica
discutidos néo tratam os chamados pseudo-nos, os quaifo&@orssiderados um emparelha-
mento aceitavel [14][16], pois aumentam a complexidadelgoriéamo e violam a definicao
recursiva da pontuacao otima.

Existem algoritmos de dobradura de RNA que lidam com pseovdpmas cada um deles
possui pelo menos uma séria limitacdo. Alguns garantent@etuétimas de acordo com o
modelo termodinamico, mas séo ineficientes para a maiosiaplacacdes praticas. Outros sédo

eficientes, porém ndo sédo comprovadamente 6timos [14].

4.3.3 Exemplo detalhado de aplicacdo do algoritmo de Nussinov-
Jacobson

Para melhor compreenséo do algoritmo de Nussinov-Jacpfsnapresentado um exem-
plo detalhado de sua aplicacdo. Considere uma cadeia de RNA sequéncia 5’ ACAGU 3,
de tamanho: = 5. Primeiramente, procede-se o estagio 1, correspondemreanchimento

da matrizy(n,n). O primeiro passo é criar a matrz5, 5), como ilustra a Figura 4.2.
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A/ C| A G U
0 A
T c
2l A
3/ G
4. U

Figura 4.2: Passo 1 - Estagio de preenchimento: representagtricialy(5,5) da sequéncia
de RNA

Depois disso, a matriz é inicializada, conforme as equag¢des 4.2. A Figura 4.3 ilustra
a matriz apods esse procedimento, com trés de suas diagenaitag. Como a parte inferior da
matriz é anulada e inutilizada, suas células sao pintadearascura. A partir dai, os elementos
da parte superior serdo preenchidos, diagonalmentearwioipelo elemento superior mais a

esquerda da matriz até o elemento inferior mais a direitdiregdo indicada pelas setas.

j—»

o
-

2 3 4
A C A G U

~.

0
0, 0
00

Figura 4.3: Passo 2 - Zerar trés diagonais da matriz

A primeira diagonal a ser preenchidd, 2)...v(2, 4), corresponde a todas as subsequéncias

de tamanho 3. A proxima diagonal0, 3)...v(1,4) corresponde a todas as subsequéncias de
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tamanho 4, e assim por diante. Utilizando a direcao indiced&igura 4.3, a operacao de
preenchimento € aplicada para todas as subsequéncias alehtadna n = 5, aplicando as
regras definidas na equacéao 4.3.

A seguir, € apresentada a sequéncia de passos realizadgopaeachimento, iniciando pela
posicdoy(0,2) da matriz e completando a diagonal até a posig&o4). Para cada posigéo,
considera-se 0s quatro possiveis casos apresentadosat@edu3 e escolhe-se 0 que possuir

o valor maximo de pares de bases.

e Posicdoy(0,2): considera-se 0s quatro possiveis casos da equacgao 4.3-pdracor-

respondente a base Aje= 2, correspondente a base A.

1. Caso (a):com base na equacao, a posi¢do0, 2) ird receber o valor da posi¢éo

v(1,2), que é 0. Assim, para o caso (a)0,2) = 0.
2. Caso (b):com base na equacéo, a posi¢d0,2) ira receber o valor da posigéo
7(0,1), que é 0. Assim, para o caso (b)0,2) = 0.

3. Caso (c): considerandd: = 1 (correspondente a base U), aplicando a equacao,
a posicaoy(0,2) ir4 receber o valor da posic&d0,1) = 0 somado ao valor da

posicaoy(2,2) = 0, que é 0. Assim, para o caso (g0, 2) = 0.

4. Caso (d):com base na equacéo, a posi¢do0, 2) ira receber o valor da posigédo
v(1,1) = 0, mais o valor 0, pois A e G ndo formam um par aceitavel. Assama p

caso (d);y(0,2) = 0.

Por fim, calculando o valor maximo entre os quatro casos,igqmwsg(0, 2) recebe o valor
0.

e Posicdoy(1,3): considera-se os quatro possiveis casos da equacgao 4.3-paracor-

respondente a base Cj e- 3, correspondente a base G.

1. Caso (a):com base na equacao, a posi¢do, 3) ird receber o valor da posi¢éo

v(2,3), que é 0. Assim, para o caso (g}, 3) = 0.

2. Caso (b):com base na equagéo, a posigdo, 3) ir4 receber o valor da posicao

v(1,2), que é 0. Assim, para o caso (b}, 3) = 0.
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3. Caso (c):considerandd = 2 (correspondente a base G), aplicando a equacéo, a
posicéoy(1, 3) ird receber o valor maximo da posi¢éfl, 2) = 0 somado ao valor
da posicéoy(3,3) = 0, que é 0. Assim, para o caso (¢),1,3) = 0.

4. Caso (d):com base na equacéo, a posi¢do, 3) ira receber o valor da posi¢édo
v(2,2) = 0, mais o valor 1, pois U e A formam um par aceitavel. Assim, ara

caso (d);y(1,3) = 1.

Por fim, calculando o valor maximo entre os quatro casos,iggmwg(1, 3) recebe o valor

1.

e Posicdoy(2,4): considera-se 0s quatro possiveis casos da equacgao 4.3-paracor-

respondente a base Aje= 4, correspondente a base U.

1. Caso (a):com base na equacdo, a posi¢d0,4) ird receber o valor da posi¢éo
v(3,4), que é 0. Assim, para o caso (g)2,4) = 0.

2. Caso (b):com base na equacéo, a posi¢d0, 4) ir receber o valor da posicao
v(2,3), que é 0. Assim, para o caso (h)2,4) = 0.

3. Caso (c): considerandd: = 3 (correspondente a base A), aplicando a equagéo,
a posicaoy(2,4) ira receber o valor da posic&d2,3) = 0 somado ao valor da

posi¢doy(4,4) = 0, que é 0. Assim, para o caso (¢)2,4) = 0.

4. Caso (d):com base na equacéo, a posi¢d, 4) ira receber o valor da posigéo

v(3,3) = 0, mais o valor 0, pois G e U ndo formam um par aceitavel. Assarg p

caso (d)n(2,4) = 0.

Por fim, calculando o valor maximo entre os quatro casos,iggmwsg(2, 4) recebe o valor

0.
Agora, procede-se preenchendo a préoxima diagefi@l3)...v(1,4).

e Posicdoy(0, 3): considera-se 0os quatro possiveis casos da equacéo 4.3-pdracor-

respondente a base Aje= 3, correspondente a base G.

1. Caso (a):com base na equacdo, a posi¢do, 3) ird receber o valor da posi¢ao

v(1,3), que é 1. Assim, para o caso ()0, 3) = 1.
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2. Caso (b):com base na equagéo, a posi¢d0, 3) ir receber o valor da posicao

v(0,2), que é 0. Assim, para o caso (b}0,3) = 0.

3. Caso (c):considerandd = 1 (correspondente a base U), aplicando a equacéo, a
posi¢aoy(0, 3) ird receber o valor entre as posi¢6gs, 1) = 0 somado ao valor
da posicéoy(2,3) = 0, que é 0. Considerando= 2 (correspondente a base G),
a posicaoy(0, 3) ir4 receber o valor da posi¢&d0,2) = 0 somado ao valor da
posicaoy(3,3) = 0, que é 0. Assim, calculando o valor maximo eritre- 1 e
k = 2, para o caso (c)(0,3) = 0.

4. Caso (d):com base na equacgdo, a posi¢do, 3) ira receber o valor da posigéo
v(1,2) = 0, mais o valor 0, pois A e A ndo formam um par aceitavel. Assena

caso (d)(0,3) = 0.

Por fim, calculando o valor m&ximo entre os quatro casos,igdmws(0, 3) recebe o valor

1.

e Posicdoy(1,4): considera-se 0s quatro possiveis casos da equagao 4.3-paracor-

respondente a base Cj e- 4, correspondente a base U.

1. Caso (a):com base na equacgdo, a posigda, 4) ird receber o valor da posi¢ao

v(2,4), que é 0. Assim, para o caso (g)l,4) = 0.

2. Caso (b):com base na equagéo, a posigdo, 4) ira receber o valor da posicao

v(1,3), que é 1. Assim, para o caso (b)1,4) = 1.

3. Caso (c):considerandd = 2 (correspondente a base G), aplicando a equacéo, a
posicdoy(1,4) ird receber o valor entre as posi¢dgs,2) = 0 somado ao valor
da posicéoy(3,4) = 0, que é 0. Considerando = 3 (correspondente a base A),
a posigaoy(1,4) ira receber o valor da posic&d1,3) = 1 somado ao valor da
posicdoy(4,4) = 0, que é 1. Assim, calculando o valor maximo entre- 2 e

k = 3, para o caso (c)y(1,4) = 1.

4. Caso (d):com base na equacéo, a posi¢do, 4) ira receber o valor da posi¢do
v(2,3) = 0, mais o valor 0, pois U e U ndo formam um par aceitavel. Assara p

caso (d);y(1,4) = 0.
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Por fim, calculando o valor maximo entre os quatro casos,igdmws(1,4) recebe o valor

1.

Agora, procede-se preenchendo a ultima diagonal, comegpmte ao elementg(0,4) da

matriz.

e Posicdo~(0,4): considera-se 0s quatro possiveis casos da equacao 4.8 pasicao

i = 0, correspondente a base Aj e- 4, correspondente a base U.

1. Caso (a):com base na equacao, a posi¢d0,4) ird receber o valor da posi¢éo

v(1,4), que é 1. Assim, para o caso (a)0,4) = 1.

2. Caso (b):com base na equacéo, a posi¢d0, 4) ira receber o valor da posi¢édo

7(0,3), que é 1. Assim, para o caso ()0, 4) = 1.

3. Caso (c):considerandd = 1 (correspondente a base U), aplicando a equagéo, a
posicéoy(0,4) ir& receber o valor entre as posi¢ég$, 1) = 0 somado ao valor
da posicéoy(2,4) = 0, que é 0. Considerando = 2 (correspondente a base G),
a posicaoy(0,4) ira receber o valor da posic&d0,2) = 0 somado ao valor da
posicdoy(3,4) = 0, que é 0. Considerando = 3 (correspondente a base A),
a posicaoy(0,4) ir4 receber o valor da posi¢&d0,3) = 1 somado ao valor da
posicaoy(4,4) = 0, que é 1. Assim, calculando o valor maximo eritre 1, k = 2
ek = 3, para o caso (c)(0,4) = 1.

4. Caso (d):com base na equacdo, a posi¢do, 4) ira receber o valor da posigéo
v(1,3) = 1, mais o valor 1, pois A e U formam um par aceitavel. Assim, mara

caso (d)(0,4) = 2.

Por fim, calculando o valor m&ximo entre os quatro casos,igdmwsg(0, 4) recebe o valor

2.

A matriz resultante apos o estagio de preenchimento éallesina Figura 4.4.
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AlC A G U
1] 2
; 1| 1
\ 0] o0
0|0
00

Figura 4.4: Passo 3 - Matriz resultante apos o estagio deghaeento

O valor do elemento do canto superior direito da matr{p, 4), indica 0 nimero maximo
de pares de bases para a sequéncia, neste caso, 2 pares.

Nesta etapa, inicia-se o estagio 2, correspondente aodmmoeeto detracebacking que
escolhe a estrutura 6tima entre todas as geradas. Conforigara B.5, a pilha, inicialmente

vazia, recebe as posi¢coes 0 e j = 4 da matriz.

P
—

(0.4)
PILHA PILHA
VAZIA INICIALIZADA

Figura 4.5: Passo 4 - Estagio ttacebacking inicializacao da pilha

Inicia-se o procedimento diacebacking Enquanto a pilha n&o estiver vazia e< j,
aplica-se os testes apresentados na se¢éo 4.3.1 ao elelm¢opo da pilha.
O elemento do topo da pilhaeé= (0,4). Como a pilha néo esta vazide< 4, e = (0,4) é

desempilhado e avaliado.
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e Teste 1:{7(0,4) = 2} # {~(1,4) = 1}, entdoe = (0,4) n&o encaixa-se no caso 1.
e Teste 2:{v(0,4) =2} # {7(0,3) = 1}, entdoe = (0,4) ndo encaixa-se no caso 2.

e Teste 3: considerandd: = 1, {[y(0,1) = 0] + [y(2,4) = 0] = 0} # {~(0,4) = 2}.
Considerand@ = 2, {[y(0,2) = 0]+ [v(3,4) = 0] = 0} # {7(0,4) = 2}. Considerando
k=3, {[7(0,3) = 1] + [y(4,4) = 0] = 1} # {7(0,4) = 2}. Entdoe = (0,4) nédo

encaixa-se no caso 3.

e Teste 4: {7(0,4) = 2} = {[v(1,3) = 1] + [6(7(0,4) = 1) = 2]}, entdoe = (0,4)
encaixa-se no caso 4, portanto empilhge) e coloca-s€0, 4) na pilha de pares de

bases, como ilustra a Figura 4.6.

~, N

(0.4)

) | ()

(0.4) (1,3)
PILHA PILHA PILHA

e

>
04)

PILHA DE PILHA DE
PARES DE BASES PARES DE BASES

Figura 4.6: Passo 5(a) - Operacdes na pilha apos a avaliagilerdentd0, 4)

O elemento do topo da pilhaeé= (1, 3). Como a pilha nédo esta vazide< 3,e = (1,3), é

desempilhado e avaliado.

e Teste 1:{v(1,3) = 1} # {7(2,3) = 0}, entédoe = (1, 3) ndo encaixa-se no caso 1.

e Teste 2:{v(1,3) = 1} # {v(1,2) = 0}, entéoe = (1, 3) ndo encaixa-se no caso 2.
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e Teste 3:considerand@ = 2, {[y(1,2) = 0]+ [y(3,3) = 0] = 0} # {7(1,3) = 1}, entdo

e = (0,4) ndo encaixa-se no caso 3.

e Teste 4: {y(1,3) = 1} = {[7(2,2) = 0] + [6(7(1,3) = 1) = 2]}, entdoe = (1,3)
encaixa-se no caso 4, portanto empilhgxe) e coloca-se 1, 3) na pilha de pares de
bases, como ilustra a Figura 4.7.

™ O

e=(1,3)

) | ()

(1.3) (2.2)
PILHA PILHA PILHA

e
‘ (1,3)

(0,4) 0,4)

PILHA DE PILHA DE
PARES DE BASES PARES DE BASES

Figura 4.7: Passo 5(b) - Operacdes na pilha apds a avaliagélementd1, 3)

O elemento do topo da pilhace= (2,2). Comoi = j, o procedimento acaba. A pilha

de pares de bases contém os pares para a sequéncia, bastpillase Para o exemplo em

guestao, a estrutura otima final sera: A(0)-U(4), C(1)-G@®{]2& desemparelhada, conforme

ilustra a Figura 4.8. Um outro emparelhamento possivel (mMasotimo) teria pontuacao 1 e
seria: A(2)-U(4) com as bases A(0), C(1) e G(3) desemparathad

—~
NN\
5 ACAGU 3’ ==

Figura 4.8: Configuracdo 6tima para a sequéncia 5’ ACAGU 3’
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Capitulo 5

Modelo Termodinamico para o Algoritmo
de Nussinov-Jacobson

Este capitulo descreve os procedimentos de introducacettestle temperatura no algo-
ritmo de Nussinov-Jacobson. A secédo 5.1 apresenta cosseibtwe energia livre como funcao
da temperatura, dentro do modelo termodinamico. A secades@eve o modelo do vizinho
mais proximo, que € utilizado para o célculo das pontuacéemndrgia. A sec¢do 5.3 explica
como o tratamento termodinamico foi introduzido no algoatde Nussinov-Jacobson. A se¢ao
5.4 apresenta os céalculos da energia e do calor especifigoassforam as grandezas avaliadas

no modelo implementado.

5.1 Energia livre

Aléem da maximizacdo do numero de pares de bases, a predig@sirdéura secundaria
otima da molécula de RNA pode ser realizada por meio da miagéiz da energia livre de
Gibbs [19][36]. Esta é definida como a quantidade de eneigodivel em um sistema para
trabalhar sob condicfes ideais de temperatura e presga®gkf a predicdo da estrutura 6tima
do RNA, assume-se que a molécula possui uma energia livrelageiemina o seu potencial para
formar pares de bases e, desta forma, liberar energia. Umaueeas moléculas sao estaveis
se sua energia livre for pequena, a estrutura secundama @bde ser encontrada quando a
molécula possuir energia global livre minima.

No entanto, essa abordagem prevé a escolha de uma Unidaresfiima, enquanto a rea-
lidade fisica € que as moléculas em solugéo irdo alterner difierentes conformagdes estrutu-

rais. Para amenizar esse problema e obter uma boa predigaelldiar estrutura, é necessario



descrever as propriedades estatisticas de toda a popdcgaoléculas, fazendo uso de ferra-
mentas tedricas e computacionais no dominio da termodiéestatistica [6].

Adotando um modelo termodindmico, pode-se representaemianliivie de GibbsAG
como uma funcéo da entalpiaH (quantidade de energia possuida por um sistema termodi-
namico para ser transferida entre ele e o ambiente), da tatopeEl” (Qquantidade de energia
cinética média de um sistema) e da entrapia(quantidade da desordem relativa da energia de

um sistema) [10][19], como mostra a equacao 5.1.

AG = AH — TAS (5.1)

Em uma reacdo quimica ou uma mudanca na configuracdo daiesttatRNA,AG quan-
tifica a espontaneidade da reacdo./Se de um determinado processo for negativa, o produto
desse processo € favorecido e ele pode prosseguir espamiame. Por outro lado, umsG
positiva favorece os reagentes, impedindo o processo deqguir espontaneamente. Quando
o equilibrio é alcancado)G = 0 e a energia livre € transformada em calor ou aumenta a
guantidade de entropia [19].

No caso da predigéo da estrutura secundéaria do RNAg¢ usada para quantificar a espon-
taneidade da molécula na dobradura em configuracdes espedé estrutura secundaria. A
contribuicdo de energia de cada par de bases ¢é determirladaipeero de pontes de hidrogénio
da ligacdo. Como o par C-G é mantido por trés pontes de hidmgéei possui uma energia
AG = —3 Kcal/mol; ja o par A-U, que & mantido por duas pontes, temgaexG = —2
Kcal/mol, considerando uma temperatura d&C3[19].

Nos algoritmos de predicdo da estrutura 6tima a partir danmgacao da energia livre é
necessario atribuir uma energia a cada possivel estrudnstraida e comparar as estabilidades
termodinamicas relativas de todas as possiveis estrygarasuma determinada sequéncia. A
energia global livre de uma estrutura molecular complegeélmente, estimada pela soma
dos termos de energia livre independentes das diferentessgie uma estrutura secundaria
[14][20]. A equagdo 5.2 mostra o calculo da energia gloha€ly para uma estruturd,
sendoe(r;, ;) a contribuicdo de energidG entre as bases emparelhadas; pertencentes a
sequéncia [19][30].
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E(S) = Z e(ri, rj) (5.2)

i,j€S
5.2 O modelo do vizinho mais proximo

Quando uma molécula de RNA dobra, sua energia global livrd#ziga & medida que sao
formados pares de bases. Isso, por sua vez, aumenta aiéatibilobal da molécula [19].
Entretanto, da mesma forma que dois pares de bases adgafamem uma pilha de pares e
estabilizam a estrutura, bases desemparelhadas enhiigais, lacos salientes, lagos interiores
e lacos de multi-ramificacdes desestabilizam a conformd¢io

Para uma cadeia de biopolimero, a energia livre de Gibbs gerdealculada pelo modelo
aditivo do vizinho mais proximo. Este € chamado de “aditipotque a energia global é dada
pela soma das energias livres de seus elementos estrunaligiduais. O termo “vizinho mais
proximo” significa que a energia livre de cada estrutura dépsomente das subestruturas que
ela possui e dos pares de bases adjacentes [6].

Sendo assim, em vez de assumir que os pares de bases saaaomple independentes,
como no algoritmo de Nussinov-Jacobson, a energia livréélises € baseada na contribuicdo
das energias de empilhamento de pares de bases e na cgatrilaienergia desestabilizadora
dos lagos. Assim, a energia global livre de uma estrutureo8sgiramente, a soma das energias
das subestruturas (lacos) da estrutura secundaria. Reldedecorréncia capturam o tamanho
e tipo de cada laco e retornam a estrutura com energia gldhahen[19].

Os algoritmos de minimizacdo de energia apresentam prait2 a mesma mecanica dos
algoritmos de maximizacao no numero de pares de bases, pagemais complexos, uma vez
gue distinguem diferentes tamanhos e tipos de lacos e atnilzupontuacédo dos emparelha-
mentos de acordo com pares de bases adjacentes do vizink@mdeimo [14]. O algoritmo
de Zuker, implementado nos progranifld [46][48][49][50] e ViennaRNA33] € um exem-
plo de algoritmo de programacao dindmica para identificareagga global minima para uma
determinada sequéncia de RNA [46][47]. Outro exemplo é oriiigo de McCaskill [27], que
calcula probabilidades para o emparelhamento de basssal§aritmos apresentam complexi-

dade computacion&(n?), sendon 0 tamanho da sequéncia [20].
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5.3 Introducdo do modelo termodinamico no algoritmo de
Nussinov-Jacobson

Neste trabalho, para a predicdo da estrutura secundaria docBhsiderando os efeitos
de temperatura, foi introduzido um tratamento termodicanpiara o algoritmo de Nussinov-
Jacobson, que € um algoritmo de maximizacao de pares de B&sés, 0 novo algoritmo ge-
rado maximiza o numero de pares de bases para um valor dertgorpeoredefinido. Enquanto
no algoritmo original os pares de bases complementares C—GJes@mpre emparelham-se,
nessa versao do algoritmo a formacéo do par ocorre com urhalplidade que depende da
temperatura da solugdo em que a molécula encontra-se. Armeptacéo do algoritmo modifi-
cado foi feita na linguagem de programacao Java, utilizanersdo encontrada em [35].

Para o célculo da probabilidade utiliza-se o peso de Boltanjarapresentado no Capitulo
3), que descreve a distribuicdo de equilibrio para um coaj@nsemblede moléculas a uma
dada temperatura. Considerantle- ﬁ, a equacao 5.3 representa a expressao matematica
do peso de Boltzmann, send@ energia da ligacdos = KT a energia térmicaiz € uma
constante chamada constante de Boltzmafréea temperatura do sistema) [6][21].

=£

p=er = ¢ Pelid) (5.3)

Desta forma, bases complementares poderdo ou ndo empae|ttee acordo com a pro-
babilidadep calculada para cada par de bases. A soma das energias d@sopa®s sera a
energia total da molécula. Em relagéo ao algoritmo origimaélculo dej(i, j) = 1(0) se(i, j)

emparelhadas (desemparelhadas) é alterado de:

.| 1 se(i,7) complementares
0(i.J) = { 0 se(i,j) ndo complementares (5.4)
para as regras da equacao 5.5:
0 se(i, 7) ndo complementares
§(i,j) = 1 comp=e" (5.5)

$= { 0 comp=1—¢eP } se(i, j) complementares

As regras de emparelhamento mostradas na equacao 5.5 fandas no algoritmo de

Nussinov-Jacobson da maneira descrita a seguir. Para oadevgl par de bases, calcula-se
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a probabilidade de emparelhameptocom base em sua energia correspondente. E sorteado
um numero aleatério entre 0 e 1. Realiza-se uma comparagao: se 0 numero sortaado fo
maior ou igual a probabilidade calculada, entdo as basearethpm-se, caso contrério elas
ficam desemparelhadas, como mostra o conjunto de regraside&es.6. Esse procedimento

€ similar ao algoritmo de Metropolis, amplamente utilizado Mecéanica Estatistica [3].

0 se(i, j) ndo complementares

6 (i,7) = L ser=p
=10 ser<p

} se(i, j) complementares (5.6)

5.4 Caracterizacao das moléculas

Com a alteracéo descrita na secdo anterior, o algoritmo dgidwsJacobson torna-se es-
tatistico, ou seja, as grandezas fisicas devem ser obtdasaido com suas distribuigdes es-
tatisticas e seus valores médios estudados de acordo codistaibuicées. Para descrever as
conformacdes obtidas aplicando o algoritmo de Nussinoghkon modificado, foram calcu-

ladas as seguintes grandezas:

e aenergia média das moléculds), onde() significa a média estatistica sobre ansem-

ble de moléculas;
e adistribuicdo de energia das moléculassnsemble
e 0 calor especifico do sisteng.

Em Mecanica Estatistica, o valor médio de uma grandeza eles#e é calculado como:

_ S A X, A
S X7
ondeA indica a grandeza em estudd@eé a funcao de particao, definida no capitulo 3.

(4)

(5.7)

Assim, a energia média de um sistema € dada por:

_ Zr ETQ_BET
N Z

—BE, __ o —BE, ~
No entanto, percebendo qiyé, E,e 75 = —35 (Zr e’ ) pode-se reescrever a equagao

(E) (5.8)

5.8 como:
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(B) =552 59)

Da mesma forma, a energia quadratica meédia € dada pela equaca

2\ Zr E’/Q‘e_BET o _182_2
(B)==—F—=-23p (5.10)

Na implementacéo do algoritmo de Nussinov-Jacobson, gi@nmaedia pode ser calculada
diretamente, simplesmente somando as energias de cada pases formadg ao invés de

efetuar todas as derivadas mostradas, como mostra a eduagao

(E) = 2 B (5.11)

~ Numero de moléculas

Ja o calor especifico de um sistema, calculado por meio danidedastatistica, € dado por:

B Ons

=T om

(5.12)

ondeZ é a funcgéo de partigéo.
No entanto, ndo existe uma forma de calcular as derivadash\gad de particdo nesse tipo

de sistema. Para contornar esse problema, reescreve-sag@ed.12 como:

6] iaan

== 1
V=735 05 (5.13)
Desenvolvendo a equacgédo 5.13, obtém-se:
B O (10zZ\ B|10°Z 1 [(9Z)°
“V=Tas (z%) “T|zZo@ 72 \op (19)

AL _ 107 ~ e e .
Como, na Mecénica Estatisticgyy) = 705" a equacao do calor especifico fica escrita

como:

Cy = — [(E?) — (E))] ou — = pB*[(E?) - (E)] (5.15)

Esse resultado é uma consequéncia de um teorema chamaderntigede Flutuacao-
Dissipacao” e relaciona o calor absorvido por um sistema asrflutuacées na energia do

sistema, sujeito a uma variagéo de temperatura [3].
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5.5 Resultados obtidos

Apos a implementagéo do algoritmo de Nussinov-Jacobsoriredamento termodinamico,
foram realizados diversos testes a fim de avaliar o compertaondo algoritmo modificado.
Como citado no Capitulo 4, o nUmero de configuracdes possikEssec exponencialmente
conforme o tamanho da sequéncia, portanto, para realizestes, foram escolhidas sequéncias
de RNA curtas, com 121 bases. A fim de comparar resultadosn ferauladas moléculas de
RNA de grupos diferentes. As sequéncias investigadas faetimdas de um banco de dados
publico disponivel na Internet [39] e referem-se a trés gsuge reinos de bactériadrchaea
Eubacteriae Eukaryotg44]. Dentro de cada grupo, escolheu-se duas moléculasdiés, para
efeito de comparacédo. A Tabela 5.5 apresenta as molécudéisaalas, com suas respectivas

sequéncias de RNA.
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Tabela 5.1: Moléculas simuladas com o algoritmo de Nussila@obson com tratamento ter-
modinamico

GRUPO ESPECIE SEQUENCIA DE RNA

GUUUCGUGGGAGGGCCAUAGCGGCCCGGGAA
Y L . CCACCCGUACCCAUCUCGAACACGGAAGUUA
anoarchaeum equuans AGCCGGGCCGCGUCCCGAGUGGUACUGCCCC

GCGAAGGGGUGGGAAGCUCGGGAUGCCC
Archae

UAAGGCGGCCAUAGCGGCGGGGUUCCUCCCG
UACCCAUCCCGAACACGGAAGAUAAGCCCGC
CUGCGUAUUGGUGAGUACUGGAGUGGGAGAC
CCUCUGGGAGAGCUGAUUCGCUGCUUUA

Natronococcus occultus

CGUUCGGUGGUUUUGGCGAGGGGGAAACACC
CGGUCCCAUUCCGAACCCGGAAGUUAAGCCU
CUCAGCGCCGAUGGUACUGCAUGGGAGACUG
UGUGGGAGAGUAGGACACCGCCGGACUU

Actinomadura madurae

Eubacteria

UGCCUGGCGACCAUAGCGAGCGGGAACCACC
CGAUCCGAUGCCGAACUCGGCAGUGAAACCG
CUCAGCGCCGAUGGUAGUGCGACCACGCUGU
CGUGCGAGAGUAGGUCAUCGCCAGGCCC

Halorhodospira halophila

ACAUUCGGCCAUACCAGGACGACAAAUACCC
C lis cri CAUCCCAUCUCGAACUGGGCAGUUAAGUCUC
arpopellis crispata CUCGGGCGCGCUUAGUACUGAGGUCAGGGAU

GACUCGGGAAUCGCGCGUGCUGAAUGUU
Eukaryotaa

Cryptomonas paramecium | VUCUGUACGGUCRUACCUGGUUGGAAACGGC
GGAUCCCGUCCGAUCUCCGAAGCUAAGCAAC
CAUGGGCGUGUCUAGUACUCAGGUGGGGGAC
CACUGGGGAAGCGCACGUACUGUACAGC

Para tornar possivel a analise estatistica dos dados, @pragomputacional foi executado

5000 vezes para cada sequéncia. O parametro de entradani@red da temperatura =

KT gue variou de 0 até o valor em que a molécula alcangcou o numéxono de pares de
bases. Para cagh foram gerados arquivos contendo os dados de energia eesplecifico.

Comparando os dados dos diferentes grupos de moléculaadmslconclui-se que ndo ha
uma diferenca significativa entre eles, ou seja, os trésogr@fpchaea Eubacteriae Eukary-
ota) apresentam comportamentos similares quando invessgamo o algoritmo de Nussinov-
Jacobson com tratamento termodinamico. O nimero maximareés ple bases para as sequén-
cias variou entre 46 e 48 pares.

O programa computacional gera, para cada molécula, todesnfiguracdes possiveis a
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uma dada temperatura. A Figura 5.1 mostra uma das configgatinas geradas para uma
moléculaNanoarchaeum equitanslo grupoArchaea com 3 = 10. Para esse valor de a
molécula forma o nUmero maximo de pares possiveis que, oaste é 46. As regides em-
parelhadas correspondem as duplas hélices da cadeia,nem@saregioes desemparelhadas

correspondem as porc¢des lineares.
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Figura 5.1: Amostra de configuracdo 6tima para uma molédal@narchaeum equitansara

5 =10
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A Figura 5.2 apresenta o grafico da energia média obtida como fungéo dg para a
moléculaCarpopeltis crispatado grupoEukaryota Pode-se observar que, paraaixo, isto €,
para temperatura alta, as moléculas formam poucos paressds.bConformg aumenta (e a
temperatura diminui) sdo formados mais emparelhamerttogua a energia alcance um valor
de saturacéo, correspondente ao niumero maximo de paréggmpsra aquela molécula que,
para o exemplo em questdo, é 48. Poderia-se esperar um ndragimo aproximado de 60
pares, no caso da molécula ser um homopolimero, porém issacoére devido a heterogenei-
dade da sequéncia. Sendo assim, 0 nimero maximo de paresymsquéncia heterogénea,

geralmente, € inferior ao nUmero maximo para um homopotimer

1.0 H oI 00 00 000 0000000000000000

0.8 d

0.6
<E>

D\D\D

0.4

0.2 H

0.0 y T y T y T y T y T

Figura 5.2: Gréfico da energia média como funcag gara uma molécul@arpopeltis crispata

Devido aos efeitos de temperatura, nem todas as molécubxs eemesmo nimero de
pares emparelhados para um determindddSendo assim, pode-se fazer uma estimativa da
distribuicdo das energias das moléculas para as 5000 catigs geradas. A Figura 5.3 apre-
senta o grafico da distribuicdo das energias como fungéb @bserva-se que, parabaixo,
os valores de energia variam em um intervalo mais largo dggree3 mais alto. A medida
gues aumenta (e a temperatura diminui), o intervalo de energiiagidas vai ficando mais es-
treito até que, a uma dada temperatura, todas as molécu@sisgno a mesma energia, limitadas
pelo nimero maximo de pares que podem formar. Esse resuaitadorda com o gréafico da

energia média (Figura 5.2), que mostra que as energiagatingn valor de saturacdo a uma
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determinada temperatura.
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Figura 5.3: Gréfico da distribuicdo das energias como fulgh® para uma molécul&ar-
popeltis crispata

Os resultados para a energia mostram gue os biopolimerespaer encontrados em duas
fases: uma fase com baixa densidade de pares de bases &leesrada dease 1 e outra fase
com alta densidade de pares de bases, que sera chantadz @A Fase locorre paral baixo
(alta temperatura) e Base 2ocorre parags alto (baixa temperatura). O polimero pode sofrer
transicOes entre as fases citadas acima mediadas pelgheatiatemperatura do ambiente onde
ele se encontra. A temperatura na qual o polimero muda dé f@s@mada de “ponto critico”.

A Figura 5.4 apresenta o grafico do calor especi%e como funcao de, também para a
moléculaCarpopeltis crispata A temperatura para a qlfal o calor especifico € maximo corres-

ponde ao ponto critico do sistema.
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Figura 5.4: Gréfico do calor especifico como funcdofdpara uma molécul&arpopeltis
crispata

O algoritmo de Nussinov-Jacobson com tratamento termodatémostrou que € possivel
mapear a formacéao de pares de bases variando a tempera¢ui@nEceu o calculo da energia
média e do calor especifico das moléculas e detectou a exestinduas fases que o polimero
pode assumir mediante a temperatura na qual se encontraes@tdos obtidos com o pro-
grama computacional foram satisfatorios, e condizem coresadtados de experimentos reais

e modelos de simulag&o.
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Capitulo 6

Consideracoes Finais

Este trabalho de conclusédo de curso estudou o algoritmo dsimMtw-Jacobson para a
predicdo da estrutura secundaria de biopolimeros do tipo. BAam apresentados conceitos
sobre biologia molecular e o problemaBIA-folding a fim de fornecer ao leitor um embasa-
mento tedrico da parte bioldgica. Foram descritos os cadquéira a determinacao da estrutura
secundaria a partir de uma funcéo de particao iterativeesesgculos constituiram a base para
0 desenvolvimento do algoritmo estudado.

Foram apresentados os métodos fisicos e computacionaisgaedicdo da estrutura do
RNA e justificou-se a utilizacdo do algoritmo de Nussinowebson, o qual utiliza técnicas de
programacao dinamica para obter a melhor estrutura. Expbe o funcionamento do algo-
ritmo, que fornece a estrutura 6tima a partir da maximizagéieimero de pares de bases.

Apos a analise e implementagéo do algoritmo, ele foi mettmreecebendo um tratamento
termodinamico que permitiu avaliar a conformacao da mdédéde RNA como funcdo da tem-
peratura do ambiente onde ela se encontra. Para efeitoalistisd, foram realizados diversos
testes com o algoritmo modificado, os quais forneceram ases@ba energia média e do calor
especifico das diferentes conformacdes moleculares.

Na andlise da energia média das moléculas, os resultadideoibhostraram que, a alta
temperatura, sdo formados poucos pares de bases e, coaféem@eratura diminui, aumenta
0 numero de emparelhamentos, até que a energia atinge undeadaturacao, limitado pelo
namero maximo de pares possiveis para a molécula. A digifibdas energias como funcao da
temperatura mostrou que, para baixa temperatura, os saerenergia variam em um intervalo
mais estreito do que para alta temperatura, até que todad@ésuias atinjam a mesma energia,

condizendo com o valor de saturacao obtido na avaliacdoetgiamédia.



Os resultados obtidos para o calor especifico detectaranst@reda de duas fases que
podem ser assumidas pelo polimero, sendo uma fase com leigalade de pares de bases
(para alta temperatura) e outra com alta densidade de gamesl{aixa temperatura). O valor
maximo assumido pelo calor especifico fornece a temperatnrque ocorre a transicao entre
as fases, chamada de ponto critico do sistema.

Conclui-se que os resultados foram satisfatorios e os wbgadio trabalho foram alcangados.
Com a implementacao e analise do algoritmo de Nussinov-Sanaibm tratamento termodi-
namico foi possivel avaliar a formacao de pares de basesntedi variacdo da temperatura e
encontrar o ponto critico do sistema.

Como um trabalho futuro, poderia ser feita a implementac&oftigéncia das energias de
empilhamento (e ndo apenas das energias de emparelhamestpares de bases formados,

considerando os efeitos de rigidez da molécula.
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