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Resumo

Apesar do grande ndmero de algoritmos existentes para a previsio de estrutura
secunddria de proteinas, determinadas técnicas estatisticas ainda nio haviam sido
exploradas. Utilizamos a metodologia de fungdes discriminantes logisticas na
tentativa de ultrapassar a acurdcia obtida por métodos que usaram redes neurais e
teoria da informagdo. O nimero de pardmetros foi limitado explorando-se a natureza
periédica das alfa-hélices e placas pregueadas beta. Uma grande variedade de
modelos  foi  pesquisada, usando abordagem semi-paramétrica (méxima
verossimilhanga com penalizagdo) combinada com selegdo gradual de pardmetros.
Mostramos que os modelos mais bem sucedidos tem ao redor de 800 parimetros
"efetivos" para o conjunto de dados utilizado. Os 340 pardmetros lineares e parte dos
800 pardmetros quadrdticos puderam ser interpretados do ponto de vista
fisicoquimico, contrastando com outros métodos da literatura. Apés otimizagdo e
validagdo cruzada, a acurdcia foi de 65.9% para trés estados estruturais, o que
representa um resultado ligeiramente superior aos dos algoritmos j4 publicados. A
maior acurdcia de previsdo estd concentrada numa porgdo dos residuos e a confianca
da previsdo pode ser facilmente calculada. Exploramos a possibilidade de usar estes
residuos, previstos com alta confiabilidade, para prever a estrutura completa da
protefna, assim como muitos outros artificios para aumentar a eficiéncia do método,
com resultados limitados. Embora tenhamos obtido apenas uma modesta melhora da

acurdcia, a maneira como implementamos o modelo sugere que utilizamos toda a

il



informagio estrutural contida em segmentos de até 17 aminodcidos, no nivel de

complexidade que a quantidade de dados permite.
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Abreviaturas, Simbolos e Convengoes

310

-

aj

arg max{f(x)}
ASCII
AxB

B

B
BNL
Ca

Cl1

c2
cos(x)
DCqh
DCg

Vetor nulo.

Vetor unidade.

Alfa-hélice 1-3.

Matriz alfa da forma quadrdtica do modelo logistico quadritico.
Bloco 20x20 cuja repeticgiio, ponderada por W, forma a matriz A.
Vetor com os pardmetros lineares alfa.

Pardmetro linear aditivo. Primeiro elemento de 8,.

Pardmetro linear alfa, elemento de a.

Valor de fpara o maior x.

American Standard Code for Information Interchange.

Interagdo entre os aminodcidos A e B, nesta ordem.

Matriz beta da forma quadrdtica do modelo logistico quadratico.
Bloco 20x20 cuja repeti¢do, ponderada por W, forma a matriz B.
Brookhaven National Laboratory.

Carbono alfa.

Constante de decisdo beta.

Constante de decisdo alfa.

Cosseno de x.

Constante de decisdo alfa de GGR.

Constante de decisdo beta de GGR.
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DSSP Dicionary of Secondary Structure of Proteins (KABSCH & SANDER,

1983a).

e Constante de Euler.

EMV Estimativas de mdxima verossimilhanga.
Jai Varidvel bindria sobre o estado alfa na i-ésima janela local.
Jb,i Vandvel bindria sobre o estado beta na i-ésima janela local.
GCV General Cross-Validation index (EUBANK, 1988).

GGR Meétodo preditivo de GIBRAT et al. (1987).

GOR Meétodo preditivo de GARNIER et al. (1978).

h Vetor contendo tabela de propriedade de aminodcidos.

hj Coeficiente de propriedade (e.g. hidofobicidade) do aminodcido i.
1 Quantidade de informacio.

Ip Quantidade de informagao associada a observacdes ficticias.
Ic Quantidade de informacio coil.

Ig Quantidade de informacio beta.

In Quantidade de informagao alfa.

Io Quantidade de informacao observada (em contraste com Ip)
L Matriz quadrada de transformacio linear.

[310 Alfa-hélice 1-3 levégira (ao espelho).

L, Alfa-hélice levégira (ao espelho).

In(x) Logaritmo natural.

log(x) Logaritmo natural (mantida a notagido de GGR).

LNV Logverossimithanga negativa.

M Numero de observagdes ficticias.

MV Mixima Verossimilhanga.

max{x} Maidximo valor de x.

N Numero de observagdes. ou tamanho da cadeia protéica.
npar Nimero efetivo de pardmetros em modelos penalizados.
nqua Nuimero de parimetros quadriticos selecionados.

P Nivel de confianca (e.g. P<(.05).

Pmax Nivel de confianga para seleg@o de varidveis em GGR.

ﬁ Confianga das estimativas de um modelo.

Pa Vetor com as probabilidades de alfa-hélices.

Pai Probabilidade do i-ésimo residuo estar numa alfa-hélice.
Pb Vetor com as probabilidades de corddes beta.

Db, Probabilidade do 1-€simo resfduo estar numa placa beta.

Pe Vetor com as probabilidades de random coils ..

Dei Probabilidade do 1-ésimo residuo ndo ter estrutura regular.
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PDB
Pot(x)

S;
sen(x)
T

traco(A)

Lei

Protein Data Bank.

Fun¢do poténcia de Fourier.

Raiz do erro quadrdtico médio.

Vetor cosseno, para criar periodicidade em L.
1-€simo residuo da janela.

Velor seno, para criar pericdicidade em L.
Mdxima verossimilhanga de um modelo.
Desvio padrio dos elementos de 6'.

Estado estrutural do i-ésimo residuo da janela.

Seno de x. '

Como expoente (e.g. AT) representa a matriz transposta.

Soma dos elementos da diagonal principal de A.

Valor ¢ de Student para o i-ésimo pardmetro do estado x.
Verossimilhanga das estimativas de um modelo.

Contribui¢io individual de um residuo para a verossimilhanca.
Elemento de L)

Vetor contendo os elementos de uma diagonal de L.

Matriz com os coeficientes para a montagem de R a partir de A.

Varidvel independente, estendida para conter interacdes.
Varnidvel independente, bindria, com a sequéncia.

Aminodcido do tipi i, na j-ésima posi¢do da janela. Elemento de x.
i-€simo valor obtido pelo modelo, e.g. p,.

i-€simo valor observado nos dados, e.g. f;.
Vetor z, expoente na fungio vetorial logistica.

Varidvel intermedidria alfa, expoente na fungio logistica.

Varidvel intermedidria beta, expoente na fungdo logistica.
Denvada parcial de y com relaggo a x.

Primeiro dngulo diédrico.

Matriz bindria que determina os parimetros penalizados.
Penalidade aplicada & verossimilhanga.

Elemento de A.

3.1415...

(X1.X2. ... Xj-1.X{)

Vetor contendo somente pardmetros quadrdticos do estado x.

Vetor combinando ag, a, e A
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6b Vetor combinando by, b, e B.

N
EXi (X 1+X2. 4. +X514X))
i=1
1 Angulo plano entre N-Cy & Co-C.
x2 Teste de chi quadrado.
w Terceiro dngulo diédrico.
P Segundo dngulo diédrico.

As abreviaturas dos aminodcidos se encontram na Fig. 2.

Seguimos os padres da Associagdo Brasileira de Normas Técnicas para dissertagtes

e leses.

Adotamos as modificagdes do novo acordo ortogrifico internacional. Daf a ortografia
de aminodcido, alfa-hélice, fisicoguimica e superrepresentagdo. A palavra protéica
foi acentuada, contrariando o modo como € pronunciada no Estado de Sgo Paulo, pois

assim foi encontrada nos diciondrios.



1. Introducao

Protefnas s@o polipeptideos, isto ¢, cadeias lineares de aminodcidos ligados
covalentemente entre si. Com algumas exceg¢des, 20 diferentes tipos de aminodcidos
entram na composi¢io de uma proteina. A Figura 1 mostra a estrutura de um
aminodcido genérico (STRYER, 1981). Cada um deles é formado por um dtomo de
carbono central (Cg) a0 qual estdo ligados um dtomo de hidrogénio, um grupo amina
(NH3) e um grupo carboxila (COOH). O que distingue cada mondmero é a cadeia
lateral, também ligada ao dtomo Cq. A Figura 2 mostra os 20 tipos de aminodcidos
mais frequentes na composigiio das proteinas. Ali podemos ver as ligagdes peptidicas,
entre o grupo carboxila de um amino dcido e o grupo amina do outro (DOOLITTLE,
1985).

Uma proteina pode ser formada por uma ou mais cadeias polipeptidicas, contendo ou
ndo elementos adicionais tais como grupos prostéticos, metais coordenados e cadeias
de carbohidratos (STRYER, 1981). O comportamento quimico e, consequentemente,
a fun¢iio de uma proteina dependem de sua estrutura tridimensional (BRANDEN &
TOOZE, 1991). Além da conformagio da cadeia principal, a orientagiio de cada
cadeia lateral no espago define estas propriedades. A Figura 3 ilusira estes conceitos.
Na Fig. 3a podemos ver a cadeia principal de uma proteina, na Fig. 3b uma
representacdio mais realista, com todos os dtomos das cadeias laterais, mostrando o
aspecto globular que, 4 primeira vista, tem pouca relagio com a forma da cadeia

principal.



1.1. Estrutura Protéica

A estrutura protéica tem diferentes niveis de complexidade, como ilustrado na Figura
4, Cada cadeia polipeptidica pode ser caracterizada pela sequéncia de aminodcidos
que a compoe. Esta lista de mondmeros chama-se estrutura primdria de uma proteina.
Existem alguns elementos estruturais que se repetem, tais como alfa-hélices e placas
pregueadas beta, cujo reconhecimento pode simplificar a visualiza¢io da estrutura
tridimensional. A lista destes elementos, arranjados na ordem em que ocorrem na
sequéncia de aminodcidos, denomina-se estrutura secunddria. A  estrutura
tridimensional de uma cadeia protéica, definida pela posigio de cada um de scus
dtomos, incluindo aqueles dos radicais laterais, € a estrutura tercidria. Como algumas
proteinas sdo compostas por mais de uma cadeia, formando complexos, define-se
também estrutura quaterndria, como o arranjo espacial de mais de uma cadeia
(STRYER, 1981).

NH,

H—C—COOH

R

Figora 1 - Férmula estrutural de um amino 4cido genérico. O "C" no centro € o
carbono alfa, que se liga a quatro radicais diferentes {(menos no caso da glicina onde
"R" € um dtomo de hidrogénio, veja Fig. 2), "NH2" é o grupo amina, "COOH" o
grupo Acido carboxilico € "R" represeata a cadeia lateral, diferente para cada amino
acido. Baseada em STRYER (1981).

Os dois tipos de estrutura secunddria sfio as alfa-hélices (Fig. 5) e as placas
pregueadas beta (Fig. 6). O primeiro tipo surge de interagio local entre os
aminodcidos de um segmento. Cada um estabelece pontes de hidrogénio com outro,
situado quatro posi¢cOes adiante. Esta é uma estrutura compacta. Nas placas
pregueadas, as porcdes estendidas da cadeia interagem lado a lado, podendo vir de
regides bastante distintas. As pontes de hidrogénio se estabelecem entre os dtomos de

cada cadeia justaposta, formando um plano ou placa, que € entio chamada de

2
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Figura 2 - Foérmulas estruturais dos 20 aminodcidos mais frequentemente
encontrados nas proteinas naturais. Aqui eles se encontram covalentemente
associados em estrutura circular para ilustrar a ligagdo peptidica entre ¢ grupo

carboxila de um amino dcido com o grupo amina do subsequente. Os aminodcidos
foram agrupados de acordo com sua hidrofobicidade. Cada um pode ser

codificado por uma ou trés letras. (Adaptado de DOOLITTLE, 1985).




Figura 3 - Representagdes grificas da estrutura da protefna "anti-tripsina alfa"
(arquivo PDB, c6digo 7API; ENGH et al., 1989). (a) Tragado da cadeia principal
{b)} Modelo da mesma proteina, na mesma posi¢do, mas substituindo cada dtomo
por uma esfera de tamanho proporcional. [lustra como a superficie externa de uma
proteina globular depende da orientagiio das cadeias laterais expostas. Sua relagdo

com o formato da cadeia principal ¢ complexa. (Figura feita pelo candidato com
auxilio do programa MACIMDAD, 1993).



(@)

Figura 4 - Tipos de estrutura protéica.(a) A sequéncia de aminodcidos da proteina
"anti-tripsina alfa 1" (arquivo PDB, 7API; ENGH et al., 1989) corresponde a sua
estrutura primdria. Os segmentos que correspondem a alfa-hélices foram
marcados em vermelho e os que correspondem a cordbes beta, em azul,
representando a estrutura secunddria. Desta forma o texto representa uma
combinagao dos dois tipos de estrutura. (b) Cadeia principal da mesma proteina
(estrutura tercidria ) onde foram assinaladas as porgdes alfa ("cilindros”) e beta
("flechas"), elementos de estrutura secunddria. (Novamente foram combinados
dois tipos de estrutura). (c) Modelo tridimensional da mesma proteina,
representando sua estrutura tercidria. Existem pequenas discrepdncias entre as
estruturas secunddrias de (a) e (b) uma vez que a primeira foi retirada do PDB e a
segunda do programa DSSP de KABSCH & SANDER (1983a, veja o texto).
Figura feita pelo candidato com auxflio do programa MACIMDAD (1993).




pregueada, devido ao efeito criado pelo aspecto de zig-zag das cadeias estendidas. O
plano recebe 0 nome de placa pregucada beta (beta pleated sheet ) e cada segmento
Jjustaposto, cordio beta (beta strand ). Duas cadeias podem ter orientagio paralela ou
antiparalela, e as placas podem ser exclusivamente paralelas, antiparalelas ou mistas
(STRYER, 1981; BRANDEN & TOOZE, 1991).

O reconhecimento dos elementos de estrutura secunddria (placas pregueadas beta ¢
alfa-hélices) foi inicialmente baseado na visdo subjetiva do cristalégrafo
(BERNSTEIN er al., 1977). A identificagio destes elementos era publicada
juntamente com as coordenadas dos dtomos. Uma forma quantitativa de identificar
estes elementos € através dos dngulos diédricos ¢ e P, ilustrados na Figura 7. Por
eles pode-se inferir a "trajetéria” da cadeia principal, se estendida (estrutura beta) ou
compacta (RICHARDSON & RICHARDSON, 1989). Um instrumento til para a
representacfio destes dngulos € o grdfico de Ramachandran (RAMACHANDRAN &
SASSEKHARAN, 1968, Fig. 8) onde ¢ ¢ 1 ocupam respectivamente os eixos das
ordenadas e das abscissas. O uso deste método tende a superestimar a presenca de
estruturas regulares, principalmente do tipo beta (NISHIKAWA & NOGUCHI, 1991).
Isto se deve a existéncia de por¢tes estendidas da cadeia principal que niio formam
placas pregueadas. No caso das alfa-hélices, sfio necessdrios pelo menos quatro
aminodcidos com angulos na regifio o da Fig.8 para que tenhamos um passo de hélice,
de forma que o método as vezes identifica segmentos alfa invilidos, mais curtos
(LAMBERT & SCHERAGA, 1989).

Outro método que identifica elementos de estrutura secunddria siio os padroes
caracteristicos de pontes de hidrogénio. Nas estruturas alfa estas ligagBes ocorrem
entre os aminodcidos separados por um passo de hélice (cada residuo de posicio i se
liga ao de posi¢iio i+4). Nas placas beta as pontes se formam entre os aminodcidos de
diferentes corddes. KABSCH & SANDER (1983) desenvolveram um método
quantitativo para detectar elementos de estrutura secunddria em proteinas de estrutura
tercidria determinada, através da estimativa da "for¢a" das pontes de hidrogénio
baseada em modelo energélico. A estrutura secunddria ¢ atribuida aos segmentos que
satisfazem determinados padrdes. Estes autores reconhecem 8 tipos de estrutura, nio
necessariamente exclusivas, em contraposi¢io as 3 jd apresentadas (alfa, beta e
auséncia de estrutura regular, também chamada de random coil). A maioria dos
autores simplesmente ignora os outros cinco tipos de estruturas, interpretando todos

como coil. Alguns autores (e.g. GARNIER er al, 1978) propuseram



Figura § - Par estereogrdfico representando um exemplo de alfa-hélice. Com o
auxilio de dispositivo apropriado pode ser vista a conformacdo helicoidal da
cadeia peptidica. A porgao N-terminal fica em cima e a C-terminal, em baixo. Os
oxigénios do grupo carboxila fazem ponte de hidrogénio com os hidrogénios do
grupo amina do aminodcido situado quadro posigbes adiante (C-terminal). O
passo desta hélice € 3.6 residuos por volta. (Adaptado de PIMENTEL &
SPRATLEY, 1974, p.611).
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Figura 6 - Exemplo de placa pregucada beta. Trés segmentos estendidos da cadeia
peptidica se associam lado a lado, formando pontes de hidrogénio entre dtomos da
cadeia principal. Esta placa tem uma porcio anti-paralela, onde as cadeias tem
orientagOes opostas (a do meio "desce” ¢ a da esquerda "sobe"} e uma porcdo
paralela, onde a orentagdo € a mesma (cadeias do meio e da direita "descem"). A
cadelas laterais ligadas aos carbonos alfa (C) tem orientagdo perpendicular ao
plano da placa (veja Fig. 11). Adaptado de BRANDEN & TOOZE (1991), p.18.



Figura 7 - Angulos dteis para a compreensio da estrutura protéica.
Representamos aqui um segmento da cadeia principal com trés aminos-dcidos. A
extemidade inferior € N-terminal. Podemos ver alguns dtomos dos aminodcidos n-
1, n e n+1. Os dngulos representados sdo do aminodcido central n. O nitrogénio
que forma ligacOes peptidicas geralmente faz as trés ligagdes usando orbitais
hibridos sp?, deixando um par de elétrons livres num orbital p. Este entra em
ressonancia com o orbital = da ligagdo dupla "C=0". A ligagio peptidica tem
portanto um cardter de dupla ligagdo, limitando a rotagdio da cadeia naquele ponto
(RICHARDSON & RICHARDSON, 1989). Isto coloca os dtomos Can-1, Cu-5, N
€ Con num mesmo plano e faz com que o angulo diédrico w seja quase sempre
proximo a 180 graus. O angulo plano « reflete a tensdo na cadeia, o quanto Cg se
desvia do formato tetraédrico (deformagdo) e ndo serd tratado neste trabalho. Os
angulos diédricos ¢ € y mostram a mudanga de diregiio da cadeia principal na
regido do Cq. Aquele entre o plano da ligagio peptidica com o amino dcido
precedente e o plano formado por N, Cy e C é ¢. Da mesma forma, Yy € o dngulo
formado entre o plano da ligagdo peptidica com o aminodcido seguinte e o plano
de N, Cq ¢ C. Adaptado de RICHARDSON & RICHARDSON (1989), p.4.



+180

R e

Figura 8 - Gréfico de Ramachandran. Temos os dngulos diédricos ¢ nas abscissas
e ¢ nas ordenadas (Vide Fig. 7). Foram demarcadas as regides teoricamente
correspondentes aos valores destes angulos para residuos nos estados alfa
(vermelho) e beta (verde). Outros simbolos encontrados no grafico sdo pouco
relevantes para o presente trabalho: P = poliprolina, conformacio estendida mas
nio beta, 310 = hélice 1-3, onde as pontes se diao entre os resfduos i e i+3, Lo =
alfa ao espelho (left handed) e 1319 = hélice 1-3 ao espelho. Os contornos
correspondem a angulos miiltiplos de 30¢ entre duas carbonilas (Cq , € Co n+1)-
O fato de um residuo ter dngulos diédricos ocupando os valores demarcados nao
implica que esteja na estrutura secunddria correspondente ou que faga todas as

ntes de hidrogénio pressupostas em tais estruturas. Adaptado de
RICHARDSON & RICHARDSON (1989), p.&.
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regras para a conversio. Este método (KABSCH & SANDER, 1983) tende a
subestimar a presenga de estruturas regulares (NISHIKAWA & NOGUCHI, 1991).
Uma vez que o modelo energético usado para detectar as pontes de hidrogénio se
baseia principalmente na distincia entre os dtomos envolvidos, existe uma
sensibilidade muito grande & resolucfo espacial e ao refinamento energético com que
foi determinada a estrutura tercidria. Modelos de melhor qualidade terio mais
estrutura regular que modelos grosseiros (EISENBERG & HILL, 1989). Da mesma
forma, 0 m¢todo deixa de identificar estruturas distorcidas ou com o padrdo de pontes
de hidrogénio incompleto, mas que ainda sio perceptiveis aos olhos do cristalégrafo
(NISHIKAWA & NOGUCHI, 1991). Existem ainda outras formas de identificar
estrutura secunddna, tais como matrizes de distincia ou contalo e uso de técnicas
estatisticas, que fogem ao enfoque do presente trabalho (LEVITT & GREER, 1977;
RICHARDS & KUNDROT, 1988; HUNTER & STATES, 1991).

A estrutura tercidna, ou conformaglio tridimensional das proteinas, é geralmente
determinada por cristalografia de difragfio de raios X (BLUNDELL & JOHNSON,
1976; HENDRICKSON, 1986; EISENBERG & HILL, 1989). Mais recentemente
também tem sido utilizada a especiroscopia de ressonfincia magnética nuclear (NMR),
combinada com modelagem molecular (3D-NMR e 4D-NMR, CLORE &
GRONENBORG, 1989; WUTRICH 1986). Embora a discussio destas técnicas fuja
aos objetivos do presente trabalho, sdo necessdrias algumas nogdes dos procedimentos
envolvidos, uma vez que a estrutura secunddria € obtida a partir do resultado desses

médtodos.

A maiona das estruturas tercidrias determinadas até o presente se encontram
depositadas em formato eletrbnico no Protein Data Bank (PDB) mantido pelo
Brookhaven National Laboratory, EU.A. (BERSTEIN et al, 1977). A cada uma delas
corresponde um arquivo digital, com nome codificado. A estrutura interna deste
arquivo € baseada no formato dos antigos cartdes perfurados, para leitura por
programas escritos em FORTRAN. Existem variados detalthes e idiossincrasias na
estrutura destes arquivos e da base de dados como um todo. Algumas proteinas sio
representadas por vdrios arquivos, chegando mesmo a haver dezenas descrevendo
uma unica macromolécula. A diferenca entre eles pode ser a qualidade, o autor, a
presenga de um ligante ou a substitui¢iio de um aminodcido na sequéncia. Certos tipos
de polipeptideos, como as globinas por exemplo, correspondem a uma fragio
significativa do PDB, embora sejam muito semethantes entre si. Proteinas
solucionadas por NMR tém diversas cadeias, com estruturas levemente diferentes,
dentro do mesmo arquivo. Além de proteinas, eXistem muitos polinucleotideos (DNA
e RNA) e carbohidratos. Dentro dos arquivos existem, s vezes, diferengas entre a
11



sequéncia apresentada no infcio e aquela apresentada na porgdo reservada as
coordenadas. Eventualmente, alguns resfduos apresentam multiplas conformacgdes.
Embora complicada, a organiza¢do dos arquivos € consistente. Um arquivo retirado
do PDB € mostrado no Apéndice 1.

Ambas as técnicas de determinacio de estrutura tercidria (raio X e NMR) dependem
do conhecimento prévio da estrutura primdria. No caso da cristalografia, o resultado
depende da qualidade da estimativa inicial (ajuste arbitrdrio da sequéncia a densidade
eletrdonica), e do "refinamento energético” do modelo molecular (HENDRICKSON,
1986). Assim, o fato de uma proteina ter sua estrutura depositada no PDB nio
significa que esta seja isenta de erros. Havendo mais de uma estrutura para uma

mesma sequéncia, hd que se escolher a melhor.

1.2. Previsdo de Estrutura Protéica

Nos organismos vivos, as proteinas s@o sintetizadas a partir de moldes
polinucleotidicos (RNA, que por sua vez foi moldado do DNA; STRYER, 1981).
Técnicas de DNA recombinante permitem a rdpida definicdo da sequéncia de
nucleotideos de um gene e, consequentemente, da estrutura primdria da proteina
correspondente (WATSON, 1992). O numero de proteinas com estrutura primdna
conhecida tem crescido exponencialmente (BAIROCH & BOECKMANN, 1992),
enquanto o nlimero de estruturas tercidrias resolvidas progride em ritmo muito mais
lento (BERNSTEIN et al, 1977). Acredita-se que a estrutura primdria determina a
estrutura tridimensional, que por sua vez € responsdvel por todas as propriedades de
um polipeptideo (ANFINSEN, EPSTEIN, GOLDBERGER, 1963). Existe portanto
um grande esforgo para prever a conformacdo de uma cadeia protéica a partir de sua
sequéncia de aminodcidos. Tal problema se apresenta como um dos maiores desafios
da biologia molecular (BRANDEN & TOOZE, 1991).

Da mesma forma que a estrutura protéica, os esforcos de previsio tém diferentes
niveis de complexidade. Enquanto alguns autores se dedicaram aos niveis mais
simples, como estrutura secunddria (e.g. CHOU & FASMAN, 1974; GIBRAT et al.,
1987; ROST & SANDER, 1993), ou simplesmente classe estrutural (LEVITT &
CHOTTIA, 1976; LEVITT & GREER, 1977; SHERIDAN et al, 1985; KLEIN, 1986;
KLEIN & DELISI, 1986; NAKASHIMA, NISHIKAWA & OOI, 1986; DELEAGE &
ROUX, 1987), outros tentaram determinar a estrutura tercidria, inclusive a posicio de
todos os dtomos das cadeias laterais, a partir da sequéncia de aminodcidos (e.g.
NEMETHY & SCHERAGA, 1977, BROOKS er al.,, 1983; BRUCCOLERI &
12



KARPLUS, 1987, COHEN & KUNTZ, 1989; GUNSTEREN, 1993). Dada a
importdncia da estrutura para o comportamento bioquimico da protefna, atuam neste
campo diferentes lipos de especialistas, com diferentes tipos de interesse. Hi
cristalégrafos que cuidam da determinag@o precisa da estrutura (e.g. EISENBERG &
HILL, 198%). Hd quimicos tedricos, que estudam o processe de dobramento em si e
sua termodindmica (e.g. BALDWIN, 1986; FREIRE et al., 1992). H4 os que atuam
como especialistas em qufmica computacional e aplicam um poder de cdlculo cada
vez maior na minimizagio de fungbes de energia (e.g. BROOKS er al., 1983:
BRUCCOLERI & KARPLUS, 1987, GUNSTEREN, 1993). Hd biologistas
moleculares, que desejam uma interpretagio estrutural para o comportamento de
mutantes que diferem apenas em um ou outro aminodcido da estrutura primdria
(SHAKHNOVICH & GUTIN, 1991; ZABIN, HORVATH, TERWILLIGER, 1991:
LATTMAN & ROSE, 1993). Seja qual for o nivel de complexidade em que se deseje
fazer a previsiio, existem ainda os que se interessam pelos aspectos computacionais,
matematicos ou estatisticos do problema (e.g. KLEIN & DELISI, 1986; QIAN &
SEJINOWSKI, 1989). A razio para tamanha atividade neste campo estd na abundante
disponibilidade de sequéncias genéticas e protéicas. Um método que permitisse prever
a estrutura, mesmo que fosse apenas a secunddria, a partir da sequéncia de
aminodcidos, poderia elucidar os mecanismos moleculares da vida: o papel da
estrutura protéica nas fungGes enzimdticas, estruturais e de transdugio de sinais, as
bases genéticas das doengas, as fungdes fisiolégicas, partindo do nivel molecular,
chegando até o sist€mico, passando pelo celular. Em resumo, a solugio do problema
de previsdo de estrutura protéica, ou do problema de dobramento de protefnas a ele

relacionado, levaria a biologia molecular a uma nova fase de desenvolvimento.

Este trabalho se concentra na previsio de estrutura secunddria de protefnas, um
problema que tem desafiado a comunidade de inteligéncia artificial e de aprendizado
de mdquina (GARNIER & LEVIN, 1991). As primeiras tentativas de previsio foram
marcadas pela simplicidade. Entre os pioneiros, CHOU & FASMAN (1974a, 1974b,
1978) desenvolveram um método que logo se popularizou, tanto por dispensar o
auxflio do computador, quanto por terem sido apresentadas previsdes razoavelmente
acuradas pelos autores. Este método se saiu melhor que os "concorrentes" nos
"torneios” de previsdo de estrutura secunddria realizados entiio (SCHULZ et al., 1974:
MATTHEWS, 1975). O pequeno niimero de estruturas tridimensionais conhecidas na
€poca e a ndo utilizagio de técnicas de validagio permitiam que houvesse um certo
otimismo {ou ingenuidade) quanto a solugio do problema. SCHULZ & SCHIRMER
(1979) anunciaram, prematura e erroneamente, que os métodos existentes entao eram
capazes de prever a estrutura secunddria de dois ter¢os (66.7%) dos residuos de uma
sequéncia, e que isto seria suficiente para inferir corretamente a classe estrutural da
13



proteina (segundo a classificagdo de LEVITT & CHOTHIA, 1976). Outros métodos
pioneiros que merecem citagio sio os de LIM (1974a e b), MAXFIELD &
SCHERAGA (1976) e aquele popularmente denominado GOR (GARNIER,
OSGUTHORPE, ROBSON, 1978). Com o crescimento do conjunto de proteinas com
estrutura tridimensional conhecida, ficou claro que o poder de previsio dos métodos
desenvolvidos na década de 70 niio era tio grande assim (KABSCH & SANDER,
1983b). Além disso, o método de CHOU & FASMAN (1974a, 1974b) se mostrou
ambiguo e teve de ser modificado para que fosse programado em computador (CHOU
& FASMAN, 1978, 1978b). Quando estes métodos foram testados em novas
proteinas, comparados entre si € mesmo combinados, nio ultrapassaram a marca dos
56% de acurdcia (KABSCH & SANDER, 1983b). Note que isto corresponde,
aproximadamente, a mesma percentagem de acerto que obterfamos se supuscssemos
que ndo hd estrutura secunddria alguma (cerca de 50% dos residuos sio do tipo coil,
Tab. 1)

A década de 80 foi marcada por uma proliferacio de métodos, em geral mais
aprimorados, tentando melhorar a qualidade de previsio de estrutura secunddria.
Diversas técnicas foram aplicadas ao problema: teoria da informacio (GARNIER et
al., 1978; GIBRAT, GARNIER, ROBSON, 1987; BIOU et al., 1988), redes neurais
(HOLLEY & KARPLUS, 1989; QIAN & SEINOWSKI, 1989; SASAGAWA &
TAJIMA, 1993), redes em cascata (KNELLER, COHEN, LANGRIDGE, 1990;
NISHIKAWA, 1990; VISVANADHAN, DENCKLA, WEINSTEIN, 1991), sistemas
hibridos (ZHANG, MESIROV, WALTZ, 1992), métodos de mdxima vizinhanca
(SALZBERG & COST, 1992), cadeias de Markov (ASAI, HAYAMIZU, HANDA,
1993), aprendizado de méquina (KING & STERNBERG, 1990; STERNBERG et al.,
1992), informacao mitua (STOLORZ, LAPEDES, XIA, 1992), etc. A maioria destes
métodos obteve uma acurdcia menor que 65% (quando devidamente validado por
cruzamento ou eliminadas semelhangas entre proteinas dos conjuntos de treino e de
teste). De fato, até recentemente (ROST & SANDER, 1993), este valor parecia
constituir numa barreira intransponivel aos métodos preditivos (STERNBERG,1992;
RACKOVSKY, 1993). Entre eles, destacou-se 0 método de GIBRAT et al. (1987),
também denominado GGR, pelo cutdado com que o conjunto de dados foi montado,
pelo modo como foi validado e por sua popularidade e aceitag@o. Tratava-se de uma
extensio do método GOR (GARNIER et al , 1978).
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1.2.1. O Método GGR

Este método utilizou a teoria da informagio (SHANNON & WEAVER 1949;
BRILLOUIN, 1956), procurando determinar a quantidade de informagio contida
numa sequéncia de simbolos com diferentes probabilidades a priori. Sejam x e y dois
eventos, P(xly) a probabilidade condicional de x ocorrer dado que y ocorreu e P(x) a

probabilidade de x. A informacdo que y contém sobre a ocorréncia de x é:
I(x;y)=log[P(xly)/P(x)] (1)

Isto foi devidamente estendido para um nidmero maior de eventos de forma a calcular
a informagio que a sequéncia de aminodcidos Rj.8, Ri-7, ... , Ri+7, Ri+8§ contém

sobre a conformag¢do X do residuo central Rj:
ISi=X;Ri-8, ..., Ri+8) (2)

A expressdo necessdria para o cilculo da equaciio (2) tem 2 x 8 + 1 = 17 parcelas. O
primeiro termo necessita de uma tabela de contingéncia de 20 células. Como siio trés
estados (alfa, beta e coil ) este nimero sobe para 60 células. Os termos seguintes
envolvem pares de aminodcidos, de forma que cada um necessitaria de 3 x20 x 20 =
1200 células. Como a base de dados utilizada continha pouco menos de 12000
residuos, os autores tiveram que fangar mdo de aproximacdes, € se limitaram a
considerar interagOes entre pares de aminodcidos (2 parcelas no mdximo). Duas

expressdes alternativas foram usadas:

=43
I(Sij;Rj—S"”’Rj+8)= E ](SJ' xX;RJ_*_m) 3

M=—8

denominada "informagio direcional”, pois se refere a influéncia do residuo na posigiao
j+m sobre a conformacio da posigio j, independente da identidade de R j

I{(Sj=X.Rj-8,...,Rj+8) =

Fiim 48
=I(S; =X;R))+ Y I(S; = X;R;,,,|R)) ()
n=-8

formada por duas parcelas: I(Sj=X;Rj), denominada "informagdo prépria", pois
reflete a influéncia da identidade do residuo sobre sua prépria conformagio e
I(8j=X;Rj+miRj), denominada "informagiio pareada”, pois reflete a interagdio do par
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Rj+miRj (influéncia do residuo na posicio j+m sobre a conformagio do residuo na

posi¢io j, levando em conta a identidade de ambos).

Se as proteinas fossem constituidas por proporgdes equivalentes de aminodcidos
haveriam em média 10 entradas por célula nas tabelas necessdrias para estimar suas
"informacgdes". Existem, contudo, aminodcidos raros, que levaram a um grande
nimero de células vazias ou pouco habitadas. Os autores contornaram este problema
através de dois artificios. O primeiro foi a selecio de varidveis. Testou-se a
independéncia entre a conformagio de Rj e a identidade do residuo da posi¢do j+m
através de 2. Quando o valor de P foi superior a um valor arbitrdrio Pyyax foi usada a

Eq.(3) ao invés da Eq.(4) ("informacdo direcional” ao invés de "informagdo pareada").

O segundo artificio foi a inclusdo de "observages ficticias" (dummy observations),
aproximagdes feitas para pares de aminodcidos pouco frequentes. Nestas casos a

Eq.(4) foi aproximada para:
I(SJ = X;Rj—89"”Rj+8) =
onde
ID(S_] = X;RjﬂbmiRj)z
I(S; = X5R) + 1(S; = X5R;,,,) (6)

- +m

A nova "informagdo total” inclui a informacgio observada I, mais uma parcela Ip
calculada para M "observagdes ficticias”, contendo a "informacgao prépria" mais a
"informagio direcional”, extrapolando as propriedades observadas quando os residuos
Rj € Rjm estavam presentes isoladamente para a situagiio em que eles interagem,

como se as observagdes fossem independentes.

Além de tudo isto foram adicionadas "constantes de decisiio" arbitririas ao valores

estimados. As equacgdes utilizadas resultaram entio:

Ig(S j=H:H,R;.8, ..., Rj+8) - DCq (7)
Ig(Sj=E:E,Rj.§, ..., Rj+8) - DCE (8)
Ic(8j=C:C,R}.8, -, Rj+8) (9)

Onde Iy, Ig ¢ I¢ sdo respectivamente as "quantidades de informacgdo” que a
sequéncia Rj.§ , ... ; Rj+8 tem para que a conformagiio do residuo i seja alfa, beta ou

nenhum dos dois. O maior valor indica o estado mais provivel.
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Os autores ajustaram por tentativa e erro os valores de M, Ppax, DCx e DCg,
escolhendo aqueles que resultavam num maior nimero de residuos preditos
corretamente. Para estimar o sucesso do método em proteinas que nfio estavam na
base de dados, foi realizada validagido por cruzamento: cada cadeia protéica foi
retirada do conjunto e as tabelas de contingéncia, necessdrias para o cdlculo das
"informagdes", foram construidas com as demais protefnas. O método foi capaz de
prever com sucesso 63% dos residuos (69.7% sem a validag@o) para Pupax=1, M=255,
DCqg =25 ¢ DCg=25.

1.2.2. Redes Neurais

Entre os muitos métodos jd citados, talvez os mais populares durante a década de 80 e
inicio da década de 90 foram os que utilizavam redes neurais artificiais. Alguns destes
métodos clamaram resultados melhores que os 63% de GGR (QIAN & SEINOWSKI,
1989; SASAGAWA & TAJIMA, 1993; ROST & SANDER, 1993). Com excegio do
método de ROST & SANDER (1993), estas cifras ndo resistiram a uma inspe¢do mais
cuidadosa, nem & utilizaglio em novas estruturas. As principais faldcias que reduziram
0 sucesso de tais métodos aos mesmos aproximados 63% de acurdcia de GGR foram:
(1) Auséncia de validagiio cruzada. A maioria utilizava a metodologia usual de
conjunto de teste versus conjunto de treino (QIAN & SEINOWSKI, 1989;
SASAGAWA & TAJIMA, 1993). Os trabalhos que utilizaram de validagio cruzada
(HOLLEY & KARPLUS, 1989; KNELLER, COHEN, LANGRIDGE, 1990)
obtiveram resultados em torno de 63%. (2) Edigio do resultado, eliminando
segmentos sem sentido, tais como alfa-hélices com menos de 4 residuos ou
interrompidas (KNELLER, COHEN, LANGRIDGE, 1990; SASAGAWA &
TAJMA, 1993; ROST & SANDER, 1993). Este procedimento, quando incluido em
outros métodos, também eleva significativamente a acurdcia (HOLLEY &
KARPLUS, 1991). Para comparar a eficiéncia de dois ou mais métodos ¢é
recomenddvel a utilizagio da mesma base de dados, obtidas a partir da mesma versao
do PDB, com resultado validado da mesma forma, usando os mesmos critérios de

SUCESS0.

Em setembro de 1993, quando boa parte deste trabatho jd havia sido realizada, foi

publicado método preditivo que realmente ultrapassou a acurdcia de GGR (ROST &

SANDER, 1993). Embora tal método utilizasse redes neurais artificiais e padecesse

dos mesmos problemas (auséncia de validagio cruzada, que, neste caso, {oi a0 menos

parcialmente realizada e ediglio dos resultados) se notabilizou pela maneira como
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contornou o maior obstdculo: a escassez de dados. Ao invés de extrapolar resultados,
supondo independéncia de eventos claramente dependentes, como fot feito em GGR,
estes autores utilizaram sequéncias muito similares as das proteinas de estrutura
conhecida, para ampliar a bases de dados. A suposicdo de que sequéncias muito
parecidas devem ter a mesma estrutura secunddria € bastante plausivel (SCHNEIDER
& SANDER, 1991). Este método também contém procedimentos inovadores, gue
dificultam sua comparagio com os resultados da literatura. E provdvel que tais
processos, tais como o embaralhamento das sequéncias para evitar resultados ruins e a
previsao das mesmas sequéncias varias vezes, usando-se depois uma espécie de média
para escolher os resuitados ("método do juri”, ROST & SANDER, 1992}, aumentem a
acurdcia de qualquer procedimento a que sejam incorporados.

1.3. Hidrofobicidade e Periodicidad_e

Além dos métodos mais consagrados, citados e descritos acima, que representam o
veio principal da pesquisa nesta drea, sdo relevantes outros trabalhos menos
conhecidos. Primeiro, devemos ressaltar os esforgos de muitos pesquisadores em
utilizar escalas de propredades fisicoquimicas dos aminodcidos (revistos em
KIDERA er al., 1985). Esta abordagem tem muiltiplas origens. Existe uma teoria enire
os que trabalnam com "dobramento de proteinas" (protein folding, processo de
enovelamento da cadeia principal, até que atinja a estrutura tridimensional final) de
que a principal for¢a que comanda este processo seria 0 "efeito hidrofdbico”, isto é,
residuos poucos soliveis e apolares seriam escondidos no interior da proteina e
residuos polares seriam expostos (RICHARDS, 1977, PRIVALOV & GILL, 1988;
SPOLAR, JEUNG-HOI, RECORD, 1989). Elementos de estrutura secunddria
costumam segregar diferentes tipos de residuos, dependendo de sua participagdo na
arquitetura do glébulo protéico. Existem hélices anfipdticas, com residuos polares de
uma lado e apolares de outro (SEGREST et al., 1990), assim como placas beta
cobertas em cada lado por um tipo de aminodcido (CHOTHIA & JANIN, 1982).
Assim, muitos autores procuraram usar escalas de hidrofobicidade (bem como de
outras propriedades, tais como polaridade, tamanho, etc.) em seus métodos preditivos
(CHOU & FASMAN, 1974a e b; SHERIDAN et al., 1985; KLEIN & DELISI, 1986;
LAMBERT & SCHERAGA, 1989). O uso dessas escalas permite transformar dados
discretos (identidade de aminodcidos) em continuos (valor numérico). Outra
possibilidade explorada foi a de "reduzir o alfabeto” de 20 aminodcidos para um
nimero menor de classes (4 a 6 tipicamente), na tentativa de simplificar o problema
(e.g. CHARTON & CHARTON, 1982).
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Estas escalas foram extensamente revistas por KIDERA et al. (1985), que procuraram
buscar um conjunto representativo de propriedades linearmente independentes. Este
conjunto foi utilizado em método preditivo (LAMBERT & SCHERAGA, 1989) que,
como tantos outros, ficou em tormo dos 63% de acurdcia. Estas escalas ndo foram
geradas somente por pesquisadores interessados em utilizd-las na previsio de
estrutura protéica. Duas outras linhas de pesquisa geraram grande parte destas tabelas:
(1) Compilagio de propriedades quimicas dos 20 aminodcidos em laboratério, tais
como a solubilidade em determinado solvente (e.g. WOLFENDEN et al., 1981). Na
medida em que estruturas tridimensionais foram sendo reveladas, procurou-se uma
corroboracio desses achados experimentais. A idéia envolvida é de que os contatos
entre aminodcidos, ou sua exposigio ao solvente aquoso, sio diretamente
influenciados por estas propriedades (CHOTHIA, 1976). (2) Como a correspondéncia
entre esta dupla "contato/exposi¢io” e as escalas fisco-quimicas ndo foi perfeita,
outros pesquisadores procuraram utilizar as estruturas tridimensionais conhecidas para
obter tabelas empiricas, agora ndo mais correspondentes a uma propriedade
fisicoquimica especifica, mas baseadas nos contatos entre residuos e o seu grau de
exposi¢io ao solvente (e.g. MANALAVAN & PONNUSWAMY, 1978;
NARAYANA & ARGOS, 1984; HERINGA & ARGOS, 1991).

A escala de hidrofobicidade foi empregada ainda de outra forma por pesquisadores
interessados em prever niio a estrutura secunddria, mas a classe estrutural a que
pertencem (KLEIN, 1986; KLEIN & DELISI, 1986). Trata-se de problema
supostamente mais simples, embora diretamente relacionado. A classe estrutural
depende da quantidade e distribuigio dos elementos de estrutura secunddria ao longo
da sequéncia e sua posi¢io no espago (LEVITT & CHOTHIA, 1976). Estes autores
usaram a andlise de Fourier para deiectar a periodicidade de propriedades
fisicoquimicas  (essencialmenie  hidrofobicidade, EISENBERG, WILCOX,
MCLACHLAN, 1986; CORNETTE et al, 1987). Estavam principalmente
interessados nos periodos correspondentes ao passo das alfa-hélices (3.6) e a
alternéincia de residuos em corddes beta (2.0). Se residuos de um mesmo tipo tendem
a ocupar um mesmo lado da estrutura, eles estario separados pelo nimero
correspondente de posi¢hes na sequéncia (3.6 ou 2.0) e a propriedade fisicoquimica
correspondente deve estar distribuida da mesma forma. As Figuras © a 11 mostram o

raciocino envolvido nesta abordagem.
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Figura 9 - Anfipaticidade das alfa-hélices (SEGREST er al., 1990). (a) Um feixe
de quatro alfa-hélices. Cada cilindro representa uma hélice. (b) Vista superior do
mesmo feixe. As faces "escondidas” das hélices interagem entre si € ndo com o
solvente, sendo tipicamente recobertas por cadeias apolares (azul). As faces
"expostas" entram em contato com o solvente aquoso € s30 recobertas por cadeias
laterais polares (vermelho). (¢) Modelo em bolas e barras de uma alfa-hélice,
mostrando que o passo da mesma € de aproximadamente 3.6 residuos. Isto faz
com que as propriedades dos aminodcidos (hidrofobicidade, polaridade) se
distribuam com a mesma periodicidade ao longo da sequéncia. Desenho feito pelo
candidato.
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Figura 10 - Anfipaticidade das placas beta (CHOTHIA & JANIN, 1982). (a) Modelo
de uma proteina com uma placa beta com uma das faces exposta a solvente e outra
recoberta por alfa-hélices. (b) Vista lateral simplificada da mesma proteina. As partes
escondidas sdo hidrofébicas (apolares, em azul) e as expostas, hidrofilicas (polares,
em vermelho) (¢) Modelo de uma placa beta que forma um "barril" ou "sanduiche".
(d) Vista superior simplificada da mesma estrutura. As faces escondidas sao
hidrofébicas (azuis) e as expostas, hidrofilicas (vermelho). A maneira como esta
anfipaticidade se reflete na sequéncia € ilustrada na Figura 11. Desenho feito pelo
candidato.
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Figura 11 - Anfipaticidade das placas beta (CHOTHIA & JANIN, 1982). (a) Modelo
em "bolas ¢ barras" de uma placa beta antiparalela. Note-se como as cadelas laterais
se alternam na ocupagdo das faces: as cadeias coloridas de vermelho ocupam a face
superior, enquanto as azuis, a inferior. Se esta placa for anfipdtica, as cadeias de cores
diferentes terdo propriedades fisicoquimicas diferentes (e.g. hidrofobicidade). O
periodo de alterndncia das cores ou propriedades ao longo da sequéncia € de 2.0
residuos. (b) Modelo em "bolas e barras" de uma placa beta paralela, onde vale o
mesmo raciocinio. Adaptado de RICHARDSON & RICHARDSON (1989}, p.18-19.
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A Figura 9 mostra que, a menos que uma alfa-hélice esteja totalmente exposta a
solvente, ou totaimente envolvida por outras porgdes da proteina, ela terd uma face
hidrofilica e outra hidrofébica. De fato, a maior parte das hélices sdo anfipdticas. As
Figuras 10 e 11 mostram que placas beta que estejam parcialmente expostas a
solventes também serdo anfipdticas. Os autores que utiliziram este artificio em suas
previsGes notaram que o fendmeno € muito menos significativo no caso beta, devido
ao grande ndmero de placas exclusivamente hidrofébicas (KLEIN & DELISI, 1986;
HUNTER & STATES, 1991).

Enquanto € quase certo que exista uma regra complexa, que permita prever a estrutura
secunddria a partir da sequéncia (ANFINSEN er al, 1963), métodos estatisticos ou de
inteligéncia artificial parecem estar impedidos de descobri-la pela limitagiio dos dados
disponiveis (RACKOVSKY, 1993). E provdvel que o problema sé scja resolvido
quando uma maior quantidade de conhecimento a priori assim como informagdes a
respeito da fisicoquimica de protefnas sejam incluidos na mdquina preditiva
(STERNBERG, 1992).

1.4. Modelos Logisticos e Mdxima Verossimilhanga

Apesar do grande iinteresse da comunidade de ciéncias da computagiio pelo problema,
poderosas técnicas de estatistica foram ignoradas. Nos pareceu que as solugdes
empiricas adotadas por GIBRAT et al. (1987) mereciam uma abordagem mais
moderna ¢ rigorosa. Esse método utilizou as frequéncias dos aminodcidos como
aproximagao para as probabilidades (quantidades de informacéo). Preferimos tratar o
problema como uma regressdo ou classificaciio, usando técnicas de otimizagio do
ajuste de um modelo definido, com nimero de parimetros e forma da equagio de
regressdo vandveis. Nossa abordagem foi generalizar um procedimento muito
conhecido de andlise discriminante (AGREST1, 1990), utilizando uma metodologia
hibrida de modelos paramétricos (logfsticos lineares e quadrdticos) com modelos nio
paramétricos (técnicas independentes de modelos). Estes sistemas hibridos ou
semiparamétricos tem sido extremamente tteis em outras aplicagdes
(GUARDABASSO, MUNSON, RODBARD, 1988). Neles podemos incluir varidveis
sabidamente importantes e ainda assim permitir que estruturas gerais, inesperadas,
surjam dos dados.

Modelos logisticos sdo convenientes para a andlise de dados que devem ser separados

em categorias (BISHOP, FIENBERG, HOLLAND, 1975; AGRESTI 1990), tendo

vantagens comprovadas na andlise discriminante (SEBER, 1984). Eles surgem
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naturalmente quando a distribuigiio dos residuos em cada posi¢do de uma janela local
¢ independente, embora tal suposi¢io ndo seja necessdria (STOLORZ et al, 1992).
Em termos operacionais, modelos logisticos podem incorporar tanto varidveis
continuas quanto categoricas (JOHNSON & WICHERN, 1988).

No método de GIBRAT et al. (1987), Pmax, M, DCh e DCg foram selecionados por
tentativa e erro. Ao invés de utilizarmos o ndmero de residuos preditos corretamente,
usamos uma medida quantitativa do ajuste do modelo aos dados: o principio da
mdxima verossimilhanga (MV). Expressdes de verossimilhanga sdo simplesmente o
produto das probabilidades marginais. A selecio de um conjunto de parimetros que
maximize tal expressido garante o ajuste 6timo do modelo aos dados (JOHNSON &
WICHERN, 1988; EUBANK, 1988). Foi suposto que a estrutura secunddria surge de
maneira estocdstica, com probabilidades fixas, desconhecidas ¢ independentes de se
formarem alfa-hélices, corddes beta ou estruturas estendidas (ceil). O estado mais
provdvel, assim como a confianga da previsdo, puderam ser obtidos a partir das
estimativas de mdxima verossimilhanca (EMV) para os parimetros do modelo.
Embora MV seja largamente utilizada pela comunidade estatistica, ndo havia sido
empregada no contexto de previsdo de estrutura secunddria de proteinas (BRYANT &
LAWRENCE, 1993). Modelos logisticos tem expressdes de verossimilhanca muito
simples, facilitando o cdlculo (AGRESTI, 1990).

O uso de aproximagdes para extrapolar a informagiio relacionada aos aminodcidos
menos frequentes (GIBRAT er al., 1987), reflete uma discrepincia entre a
complexidade do modelo (nimero de parimetros) e a quantidade de dados disponiveis
(AGRESTI, 1990). Lancamos mido de outros meios para redugio do ntmero de
parimetros. Um deles foi a penaliza¢gio da mdxima verossimilhanga (GOOD &
GASKINS, 1971; SIMMONOEFF, 1983; TITTERINGTON & BOWMAN, 1985;
EUBANK, 1988). Outro foi a selecio gradual de parimetros (DRAPER & SMITH,
1981).

Nossa abordagem foi portanto um exercicio empirico de modelagem, onde o modelo
resuitou tdo complexo quanto necessdrio para descrever os dados, com uma
quantidade de parimetros adequada ao tamanho da amostra, pemmitinde a

generalizacdo do resultado.
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2. Objetivos

Nossos objetivos foram a formulagdo ¢ o ajuste de um modelo linear logistico e
quadrdtico a dados discretos (sequéncias), classificados em trés categorias, para
previsdo de estrutura secunddria de proteinas. A revisio dos métodos existentes faz
suspeitar que o modelo linear seria insuficiente para atingir uma acurdcia significativa
e que a quantidade de dados seria insuficiente para estimar todos os parimetros de um
modelo quadrdtico, ainda que muito restrito. Portanto, propusemo-nos a encontrar o
nimero adequado de parimetros, através de imposicio de restrigdes ao modelo
quadrdtico, penalizacdo da mdxima verossimilhanga e selegio dos pardmetros mais

significativos. Além disso, realizamos validagio cruzada para garantir a generalidade.

Mais que resolver um problema que vem desafiando a comunidade de quimica teérica
e inteligéncia artificial hd muito tempo, ou acrescentar mais um aos indmeros
métodos de previsio de estrutura secunddria existentes, queriamos abordar o problema
através de metodologia estatistica rigorosa, coisa que ainda nio havia sido feita.
Somente o uso de um modelo, onde o nimero de parimetros (ou sua equivaléncia
num modelo nio paramétrico ou semi-paramétrico), fosse adequado ao tamanho da
amostra, que tivesse sido ajustado de modo Gtimo, com validagio cruzada para
estimar O sucesso em novas proteinas, poderia garantir que toda a informacio

existente fora utilizada, dentro da complexidade possivel.
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Esperdvamos, ainda, que os parimetros fossem interpretiveis do ponto de vista
fisicoquimico, confirmando a generalidade do método e revelando novos padrdes nos
dados.
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3. Material e Métodos

3.1. Hardware

Foi utilizado um computador Convex C3830 (Division of Computer Resources and
Technology, National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, E.U.A) capaz de
processamento paralelo e vetorizagdo. Como terminal de acesso e para executar
rotinas mais simples foram utilizados microcomputadores, em geral do tipo
Macintosh. De fevereiro de 1993 até o presente o acesso foi feito via Internet, exceto
em janeiro e outubro de 1994, quando o candidato esteve no NIH para finalizar o

trabalho.

3.2. Software

Foram utilizadas rotinas escritas em MATLAB (1993), versio para ConvexOS
(UNIX), e FORTRAN 77. Para selegiio de parimetros foi utilizado o pacote JMP
(1994), para Macintosh.
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3.3. Os Dados

Para podermos comparar nossos resultados com os de GIBRAT et al. (1987) foi
utilizado o mesmo conjunto de dados, obtido a partir de uma selecio de protefnas do
Protein Data Bank, mantido pelo Brookhaven National Laboratory. (BNL; versao de
Outubro de 1993; BERSTEIN et al , 1977). O conjunto contém 67 cadeias protéicas,
cuja estrutura foi resolvida com alta resolugio e qualidade (2.8 angstrons ou menos),
sem que houvesse grande similaridade entre as sequéncias de aminodcidos (50% ou
menos). S0 11208 residuos, 29.1% deles no estado alfa-hélice, ¢ 21.4% no estado
beta. Haviam 457 hélices e 313 corddes beta. O conjunto € descrito na Tabela 1.

Os arquivos, contendo estruturas tridimensionais, na forma de coordenadas de cada
dtomo da cadeia, estavam presentes no disco rigido do computador utilizado. Os
mesmos arquivos podem ser obtidos através da Internet de muitas fontes, entre elas o

proprio BNL .

A estrutura secunddria foi calculada pelo método de KABSCH & SANDER (1983),
utilizando o programa onginal, DSSP, distribuido pelos autores, que também se
encontrava disponivel no disco rigido do computador utilizado. O programa foi
escrito em PASCAL e teve de sofrer algumas modificagdes para poder ser compilado
no Convex, a fim de ler os arquivos do diretério apropriado, ler a lista de arquivos
PDB fornecida a ele e para que fossem desativadas diversas de suas subrotinas, que

faziam cdiculos demorados e irrelevantes para o presente trabalho.

J4 havfamos composto um programa em FORTRAN para integrar os dados obtidos do
PDB e do programa DSSP quando implementamos um outro método preditivo. Tal
programa, denominado GETPTR.F (Apéndice 2), monta um arquivo com mais dados
sobre a estrutura secunddria do que o presente trabalho necessita, mas ndo vimos
necessidade de modificd-lo. A Figura 12 mostra uma versio alfanumérica do arquivo
montado. Como a linguagem MATLAB necessita de arquivo numérico, a versio

realmente utilizada € uma codifica¢do do mesmo contetdo (Fig. 13).
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Tabela 1 - O Conjunto de dados. Cadeias protéicas retiradas do Protein Data Bank

N Cdédigo Cadeia  Nome Tamanho % alfa % beta
1 3APP Acid Proteinase Penicillopepsin 323 10.22 45.51
2 2ACT Actinidin 218 27.52 18.35
3 OWGA A Wheat Germ Agglutinin 170 11.76 9.41
4 BADH Alcohol Dehydrogenase 374 23.26 2272
5 2ALP Alpha-Lytic Protease 198 4.04 52.53
6  6ATI A Aspartate Carbamoyltransferase 310 3548 14.84
7 6AT1 B Aspartaie Carbamoyltransferase 146 16.44 33.56
8 2AZA A Azurin 129 11.63 3333
S 2ABX A Alpha Bungarotoxin 74 0.00 5.41
10 5CPV Calcium-Binding Parvalbumin B 108 33.70 3.70
11 3ICB Calcium-Binding Protein 75 5733 0.00
12 2CAB Carbonic Anhydrase [ Form B 256 14.45 30.08
13 5CPA Carboxypeptidase A 307 36.16 16.29
14 8CAT A Catalase 498 20.52 15.46
15 5CHA A Chymotrypsin Alpha 228 10.96 3333
16 2CTS Citrate Synthase 437 61.10 1.37
17 1CRN Crambin 46 4130 8.70
18 1GCR Crystallin Gamma I 174 7.47 44.25
19 1CCR Cytochrome C 111 39.64 0.00
20 2CCY A Cytochrome C' 127 74.80 0.00
21 2CYP Cytochrome C Peroxidase 293 47.10 5.46
22 3C2C Cytochrome C2 112 42.86 0.00
23 2CDV Cytochrome C3 107 25.23 9.35
24 351C Cytochrome C551 32 46.34 0.00
25 3DFR Dihydrofolate Reductase 162 19.14 31.48
26 2EST E Elasiase 240 7.08 34.17
27 3EBX Erabutoxin 62 0.00 43.55
28 1ECD Hemoglobin IIT 136 76.47 0.00
29  1FDX Ferredoxin 54 9.26 7.41
30 3FXC Ferredoxin 98 7.14 1531
31 3FXN Flavodoxin 138 36.23 21.01
32 4FD1 Ferredoxin 106 2547 13.21
33 1GPI A Glutathione Peroxidase 184 28.80 15.76
34 2HMQ A Hemerythrin 114 61.40 0.00
35 2HHB A Hemoglobin 141 76.60 0.00
(Continua)

Tabela 1 - Aqui estdo listadas, por ordem alfabética dos nomes originais em inglés,
as cadeias protéicas utilizadas para montar o conjunto de dados. Para permitir a
comparagdo dos resultados, o conjunto usado foi aquele selecionado por GIBRAT et
al. (1987). As proteinas citadas tiveram sua estrutura resolvida com alta resolugio e
qualidade (2.8 angstrons ou menos), sem que houvesse grande similaridade entre as
sequéncias de aminodcidos (50% ou menos). Na segunda coluna da esquerda para a
direita, encontramos os nomes-cédigo dos arquivos PDB que contém as respectivas
cadeias. Na coluna seguinte estiio as letras-codigo das cadeias utilizadas, nos casos
de proteinas com mais de uma cadeia. Na quarta coluna, (emos os
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Tabela 1.- O Conjunto de dados. Cadeias protéicas retiradas do PDB Cont.)

N  Cdédigo Cadeia Nome Tamanho % alfa % beta
36 2HHB B Hemoglobin 146 77.40 0.00
37 2LHB Hemoglobin V 149 73.15 0.00
38 1HIP High Potential Iron Protein 85 11.76 10.59
39 1IMCP L Immunoglobulin Iga Fab Fragment 220 3.64 4591
40 IMCP H Immunoglobulin Iga Fab Fragment 222 0.00 49.10
41 2PKA A Kallikrein A 80 0.00 45.00
42 2PKA B Kallikrein A 152 13.82 25.66
43  6LDH L-Lactate Dehydrogenase 320 41.03 16.11
44  1LHI1 Leghemoglobin 153 77.78 0.00
45 2LZM Lysozyme 164 66.46 8.54
46 1LZ1 Lysozyme 130 3692 7.69
47 2MLT A Melitiin 26 9231 0.00
48 1MBN Myoglobin 153 77.12 0.00
49  INXB Erabutoxin 62 0.00 41.94
56 1SN3 Scorpion Neurotoxin Variant 3 65 12.31 18.46
51 1O0VO A Ovomucoid Third Domain 56 17.86 21.43
52 1PPD Papain 212 25.00 16.98
53 1BP2 Phospholipase A2 123 43.90 6.50
34 1PCY Plastocyanin 99 4.04 3535
55 2PAB A Prealbumin 114 7.02 51.75
56 2SGA Proteinase A 181 6.63 54.14
57 3RP2 A Rat Mast Cell Protease 11 224 536 37.05
58 3RN3 Ribonuclease A 124 20.97 33.06
56 S5RXN Rubredoxin 54 0.00 14.81
60 2SNS Staphylococeyl Nuclease 141 18.44 19.86
61 1SBT Subtilisin Bpn' 275 30.18 17.82
62 280D O Cu Zn Superoxide Dismutase 151 0.00 3841
63 3TLN Thermolysin 316 39.56 16.46
64 1TPO Trypsin Beta 223 .42 32.29
65 4PT] Trypsin Inhibitor 38 20.69 24.14
66 28TV Satellite Tobacco Necrosis Virus 184 9.78 44.57
67 4SBV A Southern Bean Mosaic Virus Protein 199 12.06 35.18

TOTAL 11208 29.09 21.35
e et A L T S

Tabela 1 (cont.) - nomes das proteinas do conjunto de dados, em inglés. Na quinta
coluna se encontra o tamanho dos segmentos utilizados. Finalmente, nas duas
tltimas colunas, temos a proporgio de residuos nos estados alfa e beta de estrutura
secunddria. Note que, apesar do conjunto de dados como um todo apresentar uma
propor¢ao de aproximadamente 30% de residuos em alfa-hélices, 20% em placas
beta e 50% sem estrutura regular, estas propor¢Ges variam muito nas cadeias
individuais. Existem proteinas sem nenhuma placa pregueada (e.g. Mellitin, n.0 47,
92% alfa), bem como sem alfa-hélices (e. & Immunoglobulin Iga Fab Fragment, n.°
40, 49% beta). Da mesma forma, existem protefnas com quantidades equivalentes
dos dois tipos de estrutura (e.g. Alcohol Dehydrogenase, n.° 4, 23% alfa, 23% beta).
Além da proporgio entre alfa e beta, a quantidade de estrutura regular como um
todo também € bastante varidvel (e.g. Acid Proteinase Penicillopepsin, n.° 1, 10%
alfa, 46% beta, 44% coil; versus Ferredoxin, n.° 30, 7% al fa, 15% beta, 78% coil).
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3.4. O Modelo Logistico Linear

Os residuos em uma protefna globular podem estar em um dentre trés estados de
estrutura secunddria: alfa-hélice, cordao beta e coil (KABSCH & SANDER, 1983).
Foi definido um modelo logistico que associa a cada residuo da sequéncia uma
probabilidade de estar num destes estados. Asg probabilidades dependem de uma
"janela" local de até 17 aminodcidos,

Para indicar a identidade de um residuo em uma posigio particular usamos um
conjunto de varidveis bindrias, x;, i=1,...,20, onde a posi¢io do "1" indica qual dos 20
aminodcidos que ocorrem naturalmente estd presente. Para representar a Janela de
comprimento 17 necessitamos entio de 340 varidveis bindrias, Xij, i=l,..,20,
J=1,.,17.

Um valor omisso na posi¢ao j € codificado por xjj = 0, i=1,...,20. Para um modelo

logistico que prevé o estado do residuo central (j = 9), primeiro definem-se as
varidveis intermedidrias:

20 1
Z,=ay+ > EGiszj (10)
=1 jo1

20 17
i=1 j=1

Entdo as probabilidades para os trés estados: g (alfa-hélice), b (cordio beta) e ¢
(random coil } sdo dados pelas fungbes logisticas:

Pa =ea/(1+eZa +e3b) (12)
Pb =eZb /(1 + eZa + e2b) (13)
Pec =1/ (1 +e%a+etb) (14)
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3app 1 1 999 129 -179 * * UUUUUUUUAASGVATNT ¢
3app 2 2 -74 153 175 E t UUUUUUUAASGVATNTP B C
3app 3 3 -160 159 179 E t UUUUUUAASGVATNTPT ¢
3app 4 4 -172 159 179 E t UUUUUAASGVATNTPTA E E
3app 5 5 -121 127 176 E t UUUUAASGVATNTPTAN E E
3app 6 6 -112 141 180 E t UUUAASGVATNTPTAND E E
3app 7 7 =94 140 176 E t UUAASGVATNTPTANDE E E
3app 8 8 -113 154 178 E t UAASGVATNTPTANDEE E E
3app 9 9 -135 130 176 E t AASGVATNTPTANDEEY E E
3app 10 10 -73 146 173 E t ASGVATNTPTANDEEYI E E
3app 11 11 -84 -175 177 E t SGVATNTPTANDEEYIT C
3app 12 12 ~54 133 -178 E t GVATNTPTANDEEYITP G C
3app 13 13 62 15 -177 a t VATNTPTANDEEYITEV G C
3app 14 14 63 36 -178 a t ATNTPTANDEEYITPVT G C
lapp 15 15 -64 -38 1B0 A t TNTPTANDEEYITPVTI C
3app 16 16 -153 167 -177 E t NTPTANDEEYITPVTIG <
3app 17 17 =124 122 -178 E t TPTANDEEYITPVTIGG E E
3app 18 18 -110 154 180 E t PTANDEEYITPVTIGGT E E
3app 19 1% ~140 141 178 E t TANDEEYITPVTIGGTT E E
3app 20 20 ~78 140 -179 E t ANDEEYITPVTIGGTTL E E
3app 21 21 -134 131 178 E t NDEEYITPVTIGGTTLN E E
3app 22 22 -102 123 178 E t DEEYITBVTIGGTTLNL E E
3app 23 23 =121 117 178 E t EEYITPVTIGGTTLNLN E E
3app 24 24 52 43 177 a t EYITPVTIGGTTLNLNF T C
3app 25 25 84 -12 179 a t YITPVTIGGTTLNLNEFD T C
3app 26 26 =101 133 178 E + ITPVTIGGTTLNLNFDT E E
3app 27 27 -$5 130 179 E t TPVTIGGTTLNLNFDTG E E
3app 28 28 -120 153 180 E t PVTIGGTTLNLNFDTGS E E
3app 29 29 -102 107 -177 E t VTIGGTTLNLNFDTGSA E E
3app 30 30 -113 158 179 E t TIGGTTLNLNFDTGSAD E E
3app 31 31 %3 123 179 E t IGGTTLNLNFDTGSADL E E
lapp 32 32 ~B3 130 ~174 E t GGTTLNLNFDTGSADLW E E
3app 33 33 -131 108 178 E t GTTLNLNFDTGSADLWV E &
3app 34 34 -77 1 177 A t TTLNLNFDTGSADLWVF T C
3app 35 35 -98 1 179 A t TLNLNFDTGSADLWVFS T ¢
3app 36 36 -143 162 -178 £ t LNLNFDTGSADLWVFST C
3app 37 37 -122 24 177 A t NLNFDTGSADLWVESTE €
3app 38 38 -109 146 174 E t LNFDTGSADLWVFSTEL C
3app 39 39 -114 94 179 E t NFDTGSADLWVESTELP E E
3app 40 40 -118 149 -178 E t FDTGSADLWVFSTELPA E E
3app 41 41 =140 156 175 E t DTGSADLWVFSTELPAS E E
3app 42 42 -65 143 -176 E t TGSADLWVFSTELPASQ C
3app 43 43 -141 175 178 E t GSADLWVFSTELPASQQ B C
3app 44 44 -74 -6 179 A t SADLWVFSTELPASQQS T C
3app 45 45 -81 ~14 177 A t ADLWVFSTELPASQQSG T C
3app 46 46 -76 160 174 E t DLWVFSTELPASQQSGH S C
3app 47 47 =57 137 180 E t LWVFSTELPASQQSGHS C
3app 48 48 -47 -33 -178 A t WVFSTELPASQQSGHSV B B
3app 49 4% ~71 -28 -178 A t VFSTELPASQQSGHSVY B E
3app 50 50 -88 ~17 178 A t FSTELPASQQSGHSVYN H B

Figura 12 - Exemplo de arquivo de dados gerado pelo programa GENPTR.F,
versdo alfanumérica. A primeira coluna traz o cédigo PDB da protefna, neste caso
3APP, pepsilopepsina (n.o 1, Tab. 1). Em seguida pode haver a identifica¢do da
cadeia protéica utilizada (em branco neste caso). A préxima coluna traz a
numeragdo dos residuos neste arquivo, seguida da numeragiio encontrada em PDB
(podem ser diferentes). Os trés valores seguintes sio os dngulos diédricos ¢, ¢y € ©
(Fig. 7). A coluna seguinte traz a estrutura secunddria de acordo com os dngulos
diédricos (LAMBERT & SCHERAGA, 1989), seguida por uma codificagio
discreta do dngulo w (cis ou trans). Nenhuma das colunas referentes a Angulos
diédricos ¢ utilizada (veja o texto). Seguem os 17 cédigos dos aminodcidos que
compde a janela (Fig. 2, U=valor omisso). A peniltima coluna € a estrutura
secunddria do residuo central da janela de acordo com KABSCH & SANDER
(1983, oito classes). A iltima coluna traz a estrutura secunddria modificada de
acordo com GARNIER er al. (1978, trés classes, E=beta, H=alfa, C=coil).
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A fungdo exponencial assegura que todas as estimativas p sio maiores ou iguais a
zero, enquanto que o denominador normaliza as probabilidades, garantindo a soma

igual a unidade. Pode ser til a utilizagdo das razdes de probabilidade logaritmica:

zg =In(pg /pe) (15)
= In(pp /pe) (16)

onde os zs s30 também denominados de probabilidades logito (AGRESTI, 1990).
Assim, o modelo pode também ser chamado de "logito linear". O vetor de parimetros
@ = (20y8,3,8) 3500085, )T descreve a diferenca entre os estados alfa e cozl enquanto o
vetor b reflete a diferenca entre beta e coil. Para evitar uma situaciio de

indeterminacio, também foi imposta a restrigio

Z a; =0 (17)

de forma que resultam 19%17+1=324 pardmetros independentes, e ndo 20% 17+1=341,
nos vetores a ¢ b.

3.5. O Modelo Logistico Quadratico

O modelo logistico linear foi estendido, incluindo-se termos de ordem superior, a fim
de capturar padrbes mais complexos presentes nos dados. Descrevemos uma
formulagdio do caso logistico quadrdtico geral, citando, depots, alguns casos especiais
importantes. Embora ndo pudéssemos calibrar o modelo quadrdtico completo, esta
formulag@o serve para unificar abordagens j4 tentadas e Sugerir novas.

Primeiro vamos considerar o modelo logfstico linear em notagao vetorial. Seja x o

vetor coluna das varidveis bindrias que descrevem a sequéncia local. Entdo o modelo

quadrdtico completo pode ser expresso pelo par de equagdes vetoriais:
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[a, +a'x +x"Ax]

2(x) = | b, + b"x+x"Bx | (18)
oo
p(X) = ez 117 % (19)

Aqui, A e B sdo matrizes das formas quadriticas, simétricas e contendo um valor para
cada uma das possiveis interagdes entre dois resfduos da janela local. E obvio que R e
B podem ser muito grandes (mais que 100.000 elementos para janelas de 17
aminodcidos), resultando em muito mais parimetros do que poderiam ser estimados a
partit dos dados. De fato, contém mais elementos do que hd residuos em nosso
conjunto. Foi portanto necessdrio fazer restrigoes a fim de reduzir o némero de
pardmetros. A primeira delas supde que aminodcidos separados pela mesma distincia
na cadeta polipeptidica contribuem da mesma forma para as probabilidades do residuo
central. Isto significa que um par de aminodcidos nas posi¢des 1 e 5 terdio o mesmo
efeito que nas posi¢des 2 e 6, e assim por diante. Esta restrigdo equivale a reduzir o
nimero de parimetros para 400, cada um correspondendo a interagio entre um par de
aminodcidos, independente de sua posigio. Estamos, na realidade, :mpondo uma nova
estrutura interna as matrizes A e B (veja Fig.14).

Para que esta reduc¢io de parimetros nio comprometa a plausibilidade do modelo,
uma segunda restri¢io € necessdria, relacionada com a posi¢ido dos pares de residuos
-na janela. Podemos usar uma matriz quadrada W, de dimensio igual a da janela,
contendo coeficientes para ponderar o efeilo da presenga de um par de aminodcidos na
estrutura secunddria do residuo central. A Fig.14 ilusta uma das suposi¢des mais
simples que podemos fazer: o efeito da interagio de um par de aminodcidos varia com
a distincia que os separa. Isto provoca uma estrutura bandeada nas diagonais de W e
consequentemente de A e B (cada elemento de 1 vai muitiplicar um bloco de 20 x 20
elementos dentro de A e B ). Muitas outras restrigbes sdo possiveis, tais como levar
em conta a influéncia da distﬁnciq do par ao resfduo central. Uma delas merece
descrigio em separado, uma vez que utiliza o conceito de anfipaticidade, ou de
distribuigfio periddica de caracterfsticas fisicoquimicas dos aminodcidos ao longo da

sequéncia, e sua relagdo com o surgimento de estruturas secunddrias regulares.

A motivagfio para tal abordagem ¢ a mesma que levou outros autores a utilizarem
indices de anfipaticidade (KLEIN & DELISI, 1986: EISENBERG, WILCOX,
MCLACHLAN, 1986; CORNETTE et al., 1987). No caso das alfa-hélices (Fig. 9) as
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Figura 14 - Restrigbes as matrizes A ¢ B das formas quadrdticas. (a) Trés
representagbes da janela de 17 aminodcidos, ilustrando os efeitos da interagdo do par
serina/leucina (SxL.) sobre a estrutura do residuo central (em verde), independente de
sua identidade. Em cada um dos trés exemplos, a distincia entre S e L varia, assim
como sua posi¢do na janela. (b) Representagio gréfica de uma das matrizes (e.g. A)
dividida em 340 blocos de 400 elementos cada. No caso em que todas as interagOes
entre um determinado par de aminodcidos (e.g. S e L, nesta ordem) s@o consideradas
equivalentes, o contetido de todos os blocos serd 0 mesmo e o niimero de parametros
se reduz aos 400 elementos de cada bloco, cada um representando a influéncia de um
dos possiveis pares sobre o estado do residuo central. Os blocos da diagonal principal
de A (coloridos em azul) estdo "vazios", pois representam interagao entre residuos na
mesma posigiio da janela. Os blocos marcados em verde correspondem as posigdes
dos blocos contendo os pardmetros correspondenies &s situagbes ilustradas na Fig.

14a.
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Figura 15 - Restrigbes as matnizes i e B das formas quadrdticas. (a) Trés
representagdes da janela de 17 aminodcidos, ilustrando os efeitos da interaggo do
par serina/leucina (SxL) sobre a estrutura do resfduo central (em verde),
independente de sua identidade. Em cada um dos trés exemplos a distancia entre S
e L foi mantida, variando-se apenas sua posi¢do na janela. (b) Representacao
grifica de uma das matrizes (e.g. R) dividida em 340 blocos de 400 elementos
cada. Aqui, as interagBes entre um determinado par de aminodcidos, separados por
uma distincia fixa (4 residuos neste caso), foram consideradas equivalentes. Isto
faz com que cada "banda" de blocos paralelos a diagonal principal tenha o mesmo
contetdo. Se associarmos a cada banda um fator multiplicativo, novamente
podemos reduzir o nimero de pardmetros aos 400 elementos de cada bloco,
devidamente multiplicados pelo fator apropriado (representados por niveis de
cinza, a direita). No presente exemplo, foram usados fatores inversamente
proporcionais & distancia entre os residuos do par. Os blocos marcados em preto
sdo os que contém os pardmetros correspondentes aos trés exemplos da Fig. 15a.
Note-se como elem pertencem & mesma banda, tendo igual contetido de acordo

com a restrigdo descrita.
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cadeias laterais dos aminodcidos se distribuem de tal forma que o residuo i serd
vizinho dos residuos i-4 ¢ i+4, aproxidamente. O passo da hélice ¢ na realidade de 3.6
residuos. Devido a maneira com as protefnas se dobram em meio aquoso, existe uma
tendéncia a "esconder" cadeias laterais hidrofébicas no "interior" do glébulo protéico
e a expor as cadeias hidrofilicas na superficic. A menos que a hélice se encontre
totalmente envolvida por outras porgdes da cadeia (no caso de uma proteina muito
grande) ou por um meio altamente hidrofébico (membrana celular) haverd uma
tendéncia de agrupamento de residuos de caracteristicas opostas em lados também
opostos da estrutura. Isto se refletird numa periodicidade caracteristica da distribui¢do
dos aminodcidos ao longo da sequéncia (3.6).

No caso das placas pregueada beta podemos fazer raciocinio semelhante. Na Fig. 11a
vemos o que acontece com as cadeia laterais dos residuos em uma placa antiparalela.
As cadeias principais formam um plano e as laterais se alternam, ocupando uma ou
outra face deste. A menos que o plano esteja envolvido por outras porgdes da cadeia
(0 que ndo € raro), haverd uma tendéncia de residuos de caracteristicas opostas
ocuparem faces também opostas do plano da placa. Se seguirmos uma das cadeias,
notaremos que os radicais laterais se alternam de um lado e de outro, de forma que a
periodicidade da hidrofobicidade numa placa anfipdtica (um lado polar, outro apolar)
¢ 2.0. A Fig. 11b mostra que no caso das placas paralelas vale o mesmo tipo de
raciocinio, pois as cadeias laterais também se alternam.

Substituindo as identidades dos aminoidcidos por seus indices de hidrofobicidade, e
calculando a fungio "poténcia de Fourier" nessas sequéncias, com periodicidades 3.6
e 2.0 (periodos das alfa-hélices e dos cordbes beta respectivamente), obteriamos as
medidas de anfipaticidade de EISENBERG et al. (1986) e DeLisi. (CORNETTE et
al., 1987). Dado um vetor de fndices de hidrofobicidade h; para cada residuo da

Jjanela local, i=1,...,17, a expressdo da poténcia de Fourier com periodicidade de 3.6

residuos por volta é:

17 17
Pot(3.6) = (¥ i cos(27i / 3.6))° + (S h; sen(27i / 3.6)) o)
i=1 i=]

Na notago vetorial fazendo r={cos(2a /3.6)]?2 i=1,...,17 e s=[sen(2mi 3.6)1? i=1...,17,

a expressio se reduz a:
Pot(3.6) = (r 'h)* +(sTh)? = hTlF°h 21

onde W3-6 ¢ a matriz simétrica 17x17 da forma quadritica, com elementos:
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36
Wii—-ﬂ = fifj+ 8i8;
= cos(2mi/3.6)cos(2nj/3.6)+sen(2mi/3.6)sen(2mj/3.6)

= cos(2i-fl/3.6). (22)
Assim W3-6 tem um formato bandeado e simétrico, ou seja:

[wo Wy W, ... wm]
B A

UJ3'6m{w2 wy w, . w2| (23)
R

[W}é e W2 Wl WO J

Podemos entio usar 1W3-0 para modificar a estrutura interna de f, substituindo cada
elemento escalar por um bloco de 20 por 20, permitindo, assim, a inclusido dos 400

parimetros correspondentes as "preferéncias" dos pares de residuos. Definimos H
como sendo constitufda de um arranjo de 17 por 17 blocos, A ij =W3-6ij,j[*A ,onde A é

a matniz 20 por 20 com as preferéncias. Definindo os multiplicadores w3-6[i,j; como
acima, a forma quadrdtica xTAx calcula a poténcia de Fourier na periodicidade 3.6,
onde a escala de hidrofobicidade h for substituida pela identidade dos aminodcidos,
representada pela codifica¢io da sequéncia em X. Note-se que ndo vamos supor ou
incluir nenhuma informagfio sobre as propriedades fisicoquimicas dos residuos. Nos
métodos jd citados (KLEIN & DELISI, 1986; EISENBERG, WILCOX,
MCLACHLAN, 1986; CORNETTE et al., 1987) foi utilizado um vetor arbitrérioh e
um valor de Pot(3.6) clevado indicava maior probabilidade da ocomrréncia de alfa-
hélices na regiio. Em nosso caso, tentaremos estimar um parimetro para cada par de
aminodcidos, ponderado pelos valores de I.U3-6, de forma que o par contribuird ou ndo
para a ocorréncia de uma alfa-hélice de acordo com sua posicio. Note-se que hd

elementos negativos.

Uma matriz similar IJ2.0 foi usada para construir a matriz B, com periodicidade 2.0,
para corddes beta, usando uma matriz B de preferéncias (diferente de A). Note que por
construgdio a estrutura das matrizes A e B é "bandeada por blocos” (blocos idénticos
Aij e Bij estdo dispostos em bandas ao longo das diagonais de A e B, veja Fig. 15).
Esta estrutura supbe de que pares de resfduos separados por uma distincia fixa

contribuem com o mesmo efeito, independente da posi¢io em que estejam na janela.
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Além disso, fizemos a restrigio adicional de que as somas das linhas e as somas das
colunas de A e B (blocos que formam A e B) sejam zero, o que faz cada bloco
contribuir com 19%19=361 pardmeltros quadriticos.

A construgio do modelo sugere muitas variagdes possiveis. Pode-se fazer com que
algumas das diagonais de W sejam zero, considerando apenas intera¢bes préximas.
Pode-se convoluir W com um envelope gaussiano, ou Supor que as matrizes de
pardmetros A ¢ B também devam ser simétricas, isto €, a interagdo entre dois residuos
deveria contribuir da mesma forma independente de qual deles ocorra antes na
sequéncia (do lado N-terminal).

3.6. Estimativas de Mdxima Verossimilhanca (EMV)

Para determinar os melhores valores dos parimetros, primeiro define-se um modelo
probabilistico que se aproxime dos valores observados. Supomos que cada residuo
escolha seu estado de acordo com o vetor de probabilidades, isto &, os estados sdo
determinados por uma distribui¢io de probabilidade trinomial. Uma vez feito isto
realiza-se o procedimento de obten¢do das EMV. De nada adiantaria reduzir o nimero
de pardmetros da por¢io quadrdtica do modelo se tivéssemos que efetuar a
multiplicacio matricial da forma quadritica xTAX. Para facilitar o cdlculo, define-se
um novo vetor de pardmetros 8z combinando-se o vetor ¢ com a matriz A. Da mesma
forma obtém-se um vetor fp. Modificando-se o vetor x de modo correspondente,

podemos escrever as probabilidades logito zcomo uma fungio linear dos parimetros.
.
[0.X]
z=|0%]|. (24)

| o ]

ou seja

0)%X=a,+a x+x Ax (25)
T

;X=b,+b'x +x"Bx (26)

O vetor &, foi construido de forma a conter ndo somente a porgio linear, com os 340
pardmetros correspondentes a4 posigio do residuo na janela, mas também as 400
pardmetros relativos as possiveis interagdes entre pares de aminodcidos. O vetor x por

sua vez foi estendido de forma a conter ndo somente a porgio bindria, que codifica a
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identidade dos aminodcidos pelas posi¢cdes dos 1s ¢ 0s, mas também elementos
indicando as interagbes entre cada par de aminodcidos da janela, jd@ devidamente
ponderados pelo valor de W, de acordo com sua posigio. Além de facilitar os cilculos
de estimativa dos pardmetros, a forma linear também facilita o cdlculo da expressio

de verossimilhanca (Eq. 35).

A verossimilhanga de um modelo trinomial com N observacdes pode entdo ser

escrita;

N 1

a: fbx fa,i_fb‘i)
Pa Pb pc 27
:[:‘1[ a,z b,i (l_fa,i_fb,i) ¢

onde a expressio enlre grandes parénteses, logo apds o sinal de produto, niio € uma
matriz, mas sim um coeficiente trinomial (uma extensao do conceito de coeficiente
binomial), neste caso sempre igual a 1. O par ordenado (f, ifh,i) vale (1,0) em caso de
alfa-hélice, (0,1) para beta e (0,0) para coil . A contribui¢do para a verossimilhanga

feita pela janela i, cujo elemento central estd numa alfa-hélice &

0%
1.0 .0 _ _ e
Vv, = pa,ipb,ipc,i = pa,i - 0% 9 (28)
1+e%% 4%
¢ da janelaj, com elemento central beta:
0%
0 1 0 e’
Vi = PaiPbiPc;j= Pbj = 0% N (29)
l+e" ™ ™™

e da janela k, com elemento central sem estrutura secunddria regular:

0 0 1
Vi = PaiPpiPex == Paj = Dos) = ox GO

As versOes logaritmicas das Egs. 28 a 30 (contribui¢des de residuos individuais para a

verossimilhanga logaritmica) ficam entio:

41



ﬂfii)

Inv, = 9;3’11. - In(1+ e 4o (31
Inv; = 67%; —In(1+e™% + %) (32)
Inv, = —ln(l+ee§i" +ee§i") (33)
€ a expressido para a verossimilhancga logarimitica do modelo se escreve:
N Tg Ty
IN? = fo0a% + f1,00%; —In(1+ ™% 1 e%%) g
i=1

A busca de valores 6timos para 8; e 0p. ¢ feita pela maximizagdo de In%, o que

equivale a resolver as equagbes normais:

N

oln% /960, = (foi—p.)Xi=0 (35)
i=1
N

0ln% /96, =Y (f,;-p,)%; =0 (36)
i=1

A técnica de mdxima verossimilhanga para modelos logisticos multinomiais (assim
como modelos loglineares) jd foi bem estabelecida, e algoritmos de maximizacio
eficientes sdo amplamente disponiveis (JOHNSON & WICHERN, 1988). Foi
utilizado 0 método numérico (Fisher's scoring, AGRESTI, 1990) que convergiu em
menos de 10 iteragbes mesmo para modelos com mais de 1000 pardmetros. Os
cdlculos de estimativa foram realizados por um programa escrito em MATLAB, com
algumas subrotinas em FORTRAN executados em computadores Convex ¢
Macintosh. O c6digo em MATLAB se encontra nos Apéndices.

3.7. Mdxima Verossimilhanca Penalizada

Mesmo com as restrigdes ao modelo quadrdtico geral, o modelo chega a ter 1370
parametros, a serem estimados de uma base de dados com pouco mais de 11000

residuos. Pode-se esperar instabilidade em alguns dos parimetros, em especial aqueles
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relacionados a pares de aminodcidos raros. Precisdvamos de um mecanismo
correspondente ao uso de "observagdes ficticias” feito por GIBRAT er al (1987), mas
que gozasse de rigor estatistico € no necessitasse suposigdes inverossimeis a respeito
da independéncia dos dados. Escolhemos um procedimento denominado
verossimilhanca penalizada (GOOD & GASKINS, 1971; SIMMONOFFE, 1983;
TITTERINGTON & BOWMAN, 1985; EUBANK, 1988} para reduzir a varidncia dos
parimetros menos frequentes, baseados na expectativa de que a maioria dos
pardmetros de interagdo contribui pouco para as preferéncias de estado. Esta
abordagem € também denominada "estimativa por achatamento", jd que os pardmetros
penalizados tendem a ser reduzidos a zero com a aplicagio da penalidade, ou
"estimativa bayesiana" se pudermos quantificar nossa expectativa de pequena
magnitude para os parimetros (EUBANK 1988).

A penalizagio € efetuada adicionando-se uma penalidade positiva 2

logverossimilhanga negativa, € minimizando-se a expressio resultante:
~In%0)+10T Ao 37)

Onde A ¢ uma matriz simétrica positiva e definida e A = 0. Esta parcela com
penalidade estabiliza a convergéncia do algoritmo de minimizag¢do, mesmo quando o
nimero de pardmetros do vetor 0 € igual ou maior que o nimero de observagdes N no
conjunto de dados. O pardmetro A controla a magnitude da penalidade, variando de
zero, quando nido hd penalizagdo alguma, até infinito, quando a penalizagdo domina a
expressao de verossimilhanga, reduzindo todos os pardmetros para zero. Neste estudo
apenas os parimetros quadrdticos do modelo foram penalizados, fazendo com que
Aji=1 onde i corresponde a um parimetro quadrdtico e Aj,k:O em todos os outros

casos. Isto deixa a porgiio linear do modelo intacta, mas reduz gradualmente os efeitos
de interacdo entre os residuos da janela com o aumento de A.

Diferenciando-se a expressio acima com relagio a 6 ¢ 6p. e fazendo-a igual a zero

obtemos as equagbes normais da verossimilhanga penalizada
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N
2 (fa,i = Pai )i: + Aga =0 (38)
i=}

N
i=1

que sao resolvidas da mesma forma que as equagdes normais nio penalizadas.

3.8. Selecdo de Modelos

Da mesma forma que GIBRAT et al. (1988) escolheram seu parimetro M, referente
ao numero de "observagdes ficticias", deveremos escolher o melhor valor para A
Contudo, utilizaremos como medida de sucesso o valor da verossimilhanga,
devidamente maximizado por técnicas numéricas, ndo a acurdcia. O problema é
andlogo a escolha do ndmero de varidveis a serem utilizadas em um problema de
modelagem paramétrica, ou ainda, 2 sele¢io do grau de alisamento mais adequado
para o ajuste de uma funglo a pontos experimentais. Deve-se dar preferéncia a
fomulagdes simples do modelo para evitar que abordagens muito complexas permitam
a "memoriza¢do” dos dados (AGRESTI, 1990). Quando este fendmeno ocorre, O
modelo prevé os dados com grande acurdcia, mesmo com janelas de 5 ou 6 resfduos.
Todavia, esta capacidade preditiva ndo se estende para sequéncias fora do conjunto de

treino.

O nimero de pardmetros reflete a complexidade do modelo: quanto menor o nimero
de parametros, mais simples e mais elegante ele é. Esta grandeza também reflete, até
certo ponto, o equilibrio ou relagio entre o viés e a varidncia das previsdes
(EUBANK, 1988). Um indice frequentemente usado na sele¢io do melhor modelo
paramétrico € a raiz do erro quadrdtico médio (root mean square error, RMS), que
compara explicitamente o ajuste da previstes (soma dos residuos quadrdticos) com o
niiimero de graus de liberdade (quantidade de dados, N, menos nimero de parimetros,
npar, JOHNSON & WICHERN, 1988). Especificamente:

N
\/ >i=3)° /(N — npar) (40)
i=1
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Evidentemente € necessdrio mais de uma observago experimental por parimetro para
obter uma previsdo adequada. Alids, aceita-se que 10 observagdes por parimetro seja
o minimo necessdrio para evitar instabilidade na regressdo ou "memorizagio" dos
dados (GIBRAT et al., 1987).

A sele¢@o do melhor modelo envolverd portanto a escolha da quantidade adequada de
pardmetros, lineares (tamanho da janela) e quadriticos (tamanho e forma das matrizes
A, A, I, A e do valor A para a penalidade).

A imposi¢do da penalidade A 4 verossimilhanga equivale a diminuir o ndmero de
pardmetros, na medida em que aqueles mais raros t8m sua influéncia diminuida. A
férmula para o nimero efetivo de par@metros para modelos ndo-paramétricos surge
guando os valores previstos p podem ser aproximados por uma fungdo linear dos
dados p = L f, que € o caso do modelo logistico penalizado. Assim npar =
2*traco(L) - traco(LTL) =~ traco(L) (Eq. 41; EUBANK, 1988). Uma certa
quantidade de simplificagio algébrica estd envolvida no cdlculo uma vez que L

excederia a capacidade de armazenamento do computador.

Também aplicamos a selegiio de varidveis do modelo quadrdtico, numa variagio do
método usualmente utilizado em regressao linear multivariada (DRAPER & SMITH,
1981) . As estratégias mais comuns incluem inclusio gradual, exclusio gradual, e
regressdo em todos os subconjuntos. Este procedimento pode ser ttil quando se espera
que algumas das varidveis independentes ndo contenham informagdo significativa,
contribuindo apenas para aumentar o ruido estatistico.

A sele¢do de varidveis foi realizada calculando-se o valor de ¢ de Student para os
parAmetros contidos em 6, ¢ Op:

7 !

| 6!
tai=—NN-1 . t,,="2JN-1 (42:4)

onde 8’3 € o vetor contendo somente os parimetros quadriticos de 03 e sg' € o desvio
padrio dos elementos de §'. O valor de # reflete a significAncia com que o pardmetro
difere de zero. Toma-se 08 ngy,/4 parimetros quadrdticos com os maiores (positivos) e
08 Ngyy/4 com os menores (negativos) valores de £ para montar um novo vetor 8, o
mesmo acontecendo com Bp. Serdo considerados modelos com ngy, variando de 60

até 400 dos 2*¥19%19=722 possiveis pardmetros de interagiio.
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Figura 16 - Fluxograma do processo de ajuste de pardmetros do modelo. A lista
contendo as cadeias e segmentos proteicos € fornecida ao programa DSSP
(KABSCH & SANDER, 1983a), que gera arquivos contendo a estrutura
secunddria a partir dos dados em PDB (Protein Data Bank). Um segundo
programa, GENPTRL.F, gera a base de dados a partir dos arquivos DSSP, PDB ¢
da lista de protefnas. A base € usada entdo por um programa em MATLAB (aqui
representado pelo ftem "MODELO") que calcula os parimetros de uma
determinada implementag¢io do modelo (definida pelo tamanho da janela, tamanho
e forma das matrizes A, A, W, A e do valor A para a penalidade ). O resultado
consiste nos pardmetros otimizados, contidos nos vetores 8 estendidos. A partir
deles e do conjunto de dados podemos obter a acurdcia (geral e individual para
cada cadeia) e a verossimilhanga.
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Figura 17 - Fluxograma do processo de validag@o cruzada. A criag@o da base de
dados € feita como na Fig 16. A base € entio usada por um programa cm
MATLAB (aqui representado pelo retdngulo que envolve a parte inferior do
fluxograma). Cada cadeia do conjunto ¢ retirada dos dados e a base resultante é
utilizada para calcular os pardmetros de uma determinada implementagio do
modelo (definida pelo tamanho da janela, tamanho ¢ forma das matrizes A, A, I,
A e do valor A para a penalidade ). Os pardmetros otimizados, contidos nos vetores
0 estendidos s@o usados para prever a estrutura da cadeia retirada. A acurdcia
obtida, bem como os pardmetros ¢ a verossimilhanga, sdo armazenados para o
cOmputo das respectivas médias. A cadeia € recolocada nos dados e uma outra é
retirada, repetindo-se o processo até que todas as cadeias tenham participado. Para
economizar tempo, os pardmetros obtidos num ciclo sdo utilizados como
estimativa inicial no préximo. O resultado consiste nos parimetros médios, na
acurdcia média e na LVN. O cdlculo € ponderado pelo comprimento das cadeias.
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A sele¢io do melhor modelo também dependerd da acurdcia da previsdo para novas
proteinas, fora do conjunto de dados. Isso foi realizado por meio de procedimento de
validagdo por cruzamento. O conjunto de dados foi repetidamente construido
deixando-se uma das sequéncias protéicas de fora. Calculou-se entio a previsiio da
estrutura secunddria desta protefna excluida. A média da acurdcia destas previsdes
(assim como a LNV), ponderada pelo tamanho da sequéncia prevista, deve refletir a
capacidade do modelo em prever novas protefnas. Este método é computacionalmente
muito intensivo, requerendo k vezes mais tempo de processamento para cada ajuste do
modelo, sendo & o nimero de cadeias protéicas na bases de dados (67). Os modelos
foram testados iniciaimente sem a validagdo cruzada, como exemplifica a Fig. 16.
Para podermos realizar a validagio por cruzamento, porgdes do programa tiveram que
ser convertidas para FORTRAN. Como 0 MATLAB s6 é capaz de usar a vetorizagio
para matrizes de duas dimensdes, o procedimento mostrado na Fig. 17 de repetir o
ajuste k vezes torna-se muito lento. Rotinas em FORTRAN podem ser mais
eficientemente velorizadas no Convex. Tais sub-rotinas podem ser encontradas nos

Apéndices.

Note que a valida¢do cruzada dos modelos com selegdo de pardmetros foi feita
somente sobre o ajuste dos pardmetros selecionados. Estes modelos devem ser
considerados apenas parcialmente validados por cruzamento, uma vez que 0 processo
de selegdio de pardmetros ndo foi feito repetidas vezes, retirando-se uma cadeia de

cada vez.

Pensou-se em utilizar o indice generalizado de validagiio cruzada (GCV, EUBANK,
1988) que se baseia no nimero de parimetros efetivos. Contudo, jd que toda uma
sequéncia era retirada de cada vez (e ndo simplesmente uma janela local), e que os
estados dos residuos s@o correlacionados ao longo de uma mesma cadeia, o nimero de

graus de liberdade para uso no cdlculo do GCV ficava indeterminado.

3.9. As Constantes de Decisao

GIBRAT er al. (1987) também langaram mao do uso de constantes de decisio, DCy e
DCg (Eqgs. 7 e 8). Estes valores foram por eles arbitrariamente escolhidos ¢ refletem
claramente a quantidade relativa de cada tipo de estrutura secunddria no conjunto de
dados.

Em nosso esfor¢o de usar técnicas tradicionais para extrair 0 maximo de informagéo

sobre a estrutura secunddria contida na sequéncia local, ndo querfamos incluir um

48



procedimento desta natureza. De fato, os resultados que sdo apresentados como
Stimos n&o o incluem. Nio obstante, cada modelo também teve acurdcias calculadas
variando-se sistematicamente o valor de constantes de decisdo equivalentes as de
GIBRAT et al. (1987), ainda que definidas de modo distinto;

Sejam C1 e C2, reais, tais que 0=Cl<1 e 0<C2x1. O residuo central de cada janela
movel tem sua classe estrutural escolhida da seguinte forma:

alfa:  Se (C2.po>ClL.pp) € (1-C1-C2) p>CL1-pa-pp) (44)
beta:  Se (C2.pasCL.py) € ((1-C1-C2).p>C1.(1-pa-pa)) (45)
coil: Nos demais casos.
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4. Resultados

4.1. A Selecao do Modelo

Investigamos sistematicamente o equilibrio entre qualidade de ajuste do modelo e sua
complexidade. Um grande nimero de modelos foi testado, variando-se o tamanho da
janela local, incluindo-se ou ndo o componente quadrdtico, restrito de diferentes
formas (diferentes estruturas internas das matrizes A ¢ B) e variando-se o grau de
penalizagio causado pelo pardmetro A. Para comparar estes modelos foi computada a
logverossimilhanca negativa (LVN), como medida da qualidade de ajuste e o nimero

efetivo de parimetros (Eq. 41), como medida da complexidade do modelo.

A Tabela 2 descreve os diversos tipos de modelos que foram testados. A primeira
classe de modelos (i) sdo os puramente lineares. Verificamos o efeito do tamanho da
janela local, vanando seu tamanho de zero (uso das frequéncias médias de alfa, beta ¢
coil ) até 17 residuos. Embora tenhamos utilizado as mesmas cadeias que GIBRAT et
al. (1988), os arquivos PDB correspondentes nio foram os mesmos, devido a
atualizagdes e corregOes que seus autores publicaram. As versdes mais recentes sio de
qualidade superior e tem estrutura definida com maior resolugéo. Isto implica numa
maior quantidade de estrutura regular (mais alfa e beta, menos random coil). Para
melhor comparar os resultados, reproduzimos a parte lincar do método GGR
(GIBRAT et al., 1988, GARNIER er al., 1978) usando a base de dados atualizada, e

calculamos a LVN destes resultados. Néo realizamos validagio cruzada, mas o uso de
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estruturas mais refinadas elevou o resultado nio validado de 60.9% para 64.1%. A
maior VN, obtida pelo nosso método, mostra que o uso de um modelo otimizado foi
capaz de obter um meihor ajuste aos dados. A melhora na acurdcia, contudo, foi

minima.

A segunda classe (ii) representa o efeito da penalizagio (M) da verossimilhanga. Note-
se que o modelo ndio penalizado obtém acurdcia ndo validada e LVN extremamente
clavados. Estes resultados ndo resistem ao processo de valida¢io cruzada. O melhor
resultado (maior LVN) foi obtido para A=1000, o que corresponde a um modelo com

cerca de 800 parimetros efetivos. A acurdcia validada foi de 62.5%.

A terceira classe (iii) representa variagdes no tamanho e estrutura interna das matrizes
de pardmetros quadrdticos Al e B. Os resultados apresentados representam o efeito da
restri¢io da distincia entre pares de aminodcidos (distdncias acima de um teto foram
desconsideradas). Nestes casos foi mantida uma janela de 17 aminodcidos para as
partes linear e quadrdtica. O efeito sobre as estruturas de A ¢ B foi ilustrado na Figura
18. Note-se que o niimero total de parimetros permanece 1370. O nimero efetivo cai
devido a menor contagem de contatos entre pares de aminodcidos e consequente
maior penaliza¢iio dos pardmetros correspondentes. Este procedimento ndio melhorou
a acurdcia, de forma que o methor modelo leva em conta todos os contatos entre pares

de residuos na janela de 17 amino 4dcidos.

A quarta classe (iv) mostra o resultado da selegiio de pardmetros. Na segunda coluna
podemos observar o nimero efetivo de pardmetros. Os valores entre parénteses sio 0s
pardmetros quadrdticos selecionados (Nqua)- Quando ngy, =400, restrigdes se tornam
ativas (somas das linhas e somas das colunas de A e de B devem ser zero), reduzindo o
nimero de parimetros independentes. O menor nimero de parimetros quadraticos
permite o uso de uma penalidade (3) menor. Note que o melhor modelo tem, como
nas secoes (i1) e (i) da mesma tabela, cerca de 800 pardmetros efetivos, atingindo

uma acurdcia de 65.9%.
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Tabela 2 - Selecio dos melhores modelos preditivos

N param. Garnier Y -Veross. %o ~Veross. %
atualiz. cruzada cruzada
(i) Seleciio da janela principal (linear)

0 2 49.5 - 11617 - - -

1 40 50.9 - 11056 508 11372 46.8
3 116 57.1 - 10186 57.5 10550 54.9
5 192 59.7 - 9706 59.6 9985 582
7 268 61.0 - 9444 60.9 9810 58.7
9 344 61.7 - 9267 61.9 9716 59.6
11 420 62.4 - 9110 62.4 9643 58.8
13 496 63.1 - 8955 63.4 9577 60.2
15 572 63.6 - 8825 64.3 9542 60.7
17 648 64.1 ® 8714 64.7 9525 61.0

(ii) Selecao do fator de penalizacio
17 1370 6543 754 12759 58.1
17 1308 10 6575 753 11764 39.0
17 1099 100 6926 742 10079 61.4
17 804 1000 7867 69.9 9373 62.5
17 672 10000 8558 65.6 0476 61.3
(iii) Selecdo do tamanho da janela (modelo quadritico)

17 804 1000 7867 69.9 9373 62.5
13 754 10600 8140 68.1

11 729 1000 8307 67.0 9346 62.1
S 705 1000 8453 66.2

7 683 1000 8577 65.4

5 665 1000 8661 64.9

17 1099 100 6926 742 10079 61.4
13 1032 100 7171 72.9

11 088 100 7424 71.6 6910 61.9
S 930 100 7708 70.4

7 858 100 8039 68.4

5 773 100 8382 66.5

(iv) Selecio de Variaveis

- 648 (0) % 8714 64.8 0525 61.0
17 708 (60) 1 7884 69.9 8973 65.0
17 728 (80) 1 7754 70.2 8952 65.1
17 768 (120) 1 7509 71.1 8941 65.5
17 808 (160) | 7229 72.0 8956 65.9
17 1045 (397%) 1 6796 74.4 9911 63.6
17 1370 (722%) 0 6543 754 12759 58.1

* restrigOes se lornaram ativas.

Resultado da vanagio do tamanho da janela local (i), da intensidade da penalizagio da
verossimilhanga (ii), da estrutura interna das matrizes R e B (iii) e da sele¢do de
pardmetros (1v). A primeira coluna (N) mostra o tamanho da janela local. No caso dos
modelos quadrdticos (iii), este tamanho corresponde a uma restri¢gio sobre a mdxima
distdncia entre pares de aminodcidos, como mostrado na Fig. 18. A segunda coluna
{(param.) mostra o ndimero de parimetros de cada modelo. No caso dos modelos
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Tabela 2 (cont.) - acordo com a Eq. 41, (EUBANK, 1990). No caso de selecdo de
varidveis (iv) o nimero entre parénteses € a quantidade de parimetros quadréticos
selecionados. A terceira coluna ( Garnier atualiz.), presente apenas no caso linear (i), é
a acurdcia obtida pelo método de GARNIER ef al., (1978), reproduzido com dados
cristalogrdficos atuais, sem validagio cruzada. Este método equivale ao de GIBRAT
et al. (1987), sem sua porgdo quadratica. Este resultado deve ser comparado com o
obtido pelo nosso método, que se encontra na sexta coluna, A quarta coluna (A) traz o
valor da penalidade X, aplicivel aos modelos Que tiveram a verossimilhanga
penalizada (ii, iii, iv). O modelo puramente linear equivale ao modelo penalizado com
A=x. Somente 0 modelo linear com N=17 foi assinalado com A=c porque todos os
modelos penalizados apresentados nesta tabela usaram uma janela local de 17
aminodcidos na sua porgdo linear, inclusive os do item i (veja Fig. 18). Os valores de
A dos modelos com selegio de varidveis sio menores (e.g. 2=1) porque houve menor
necessidade de penalizagdo, devido ao menor nimero de pardmetros utilizados e a sua
melhor sua qualidade (significAncia dada pelo £ de Student, Egs. 42 e 43). A quinta
colupa (LVN) traz o valor da logverossimilhanga negativa (oposto da Eq. 34), que
reflete a qualidade do ajuste aos dados (quanto menor, melhor), sem validagio
cruzada. A sexta coluna (%) traz a acurdcia obtida no conjunto de dados, sem
valida¢do cruzada. A sétima coluna (LVN cruzada) traz o logaritmo da soma das
verossimilhangas individuais, com o sinal trocado, obtido apds o processo de
validagiio cruzada, refletindo a generalidade do modelo, ou seja, sua capacidade de
prever a estrutura secunddria de protefnas novas, diferentes daquelas contidas no
conjunto de dados. Finalmente, a oitava coluna (% cruzada) traz a acurdcia média
obtida apds a validagdo. Nio foi realizada validagio cruzada nos modelos do item 7ii
que apresentaram LNV elevada. O contraste entre os valores da LVN, com e sem
validagdo, pode ser melhor apreciado na Fi g- 19. Note que embora a melhor acurdcia
(65.9%) tenha sido obtida pelo modelo de 808 varidveis (item iv), a menor LVN
corresponde ao modelo de 768 varidveis, que apesar de uma acurdcia ligeiramente
menor (65.5%), tem maior chance de sucesso em protefnas diferentes.
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Figura 18 - Efeito da restrigio da distancia entre pares de aminodcidos sobre a

estrutura interna de R e B. A estrutura bandeada segue o contelido de W36 (Eq.
24). Embora a janela continue tendo 17 aminodcidos, as interaghes entre pares de
residuos sé sdo consideradas até uma certa distdncia d. Os exemplos aqui
mostrados sdo para d = 13 (a) e d = 5 (b). Note-se que isto $6 reduz o nimero de
parimetros se houver penalizagio a verossimilhanga. Continuam havendo 400
pares de amino dcidos. Contudo, s3o contados menos contatos, aumentando a
instabilidade (e a consequente penalizagdo) dos pares raros, de forma que um
mesmo valor de A leva um nimero menor de pardmetros efetivos. Estes modelos
correspondem ao item iii da Tabela 2.



A Figura 19 mostra uma versio grifica do conteido da Tabela 2, e nos foi
especialmente util na busca do melhor modelo (menor LVN) que tivesse um nimero
adequado de pardmetros (empiricamente 800). Ali também estio representados outros
modelos testados mas ndo mostrados na Tab, 2. Como esperado, o ajuste melhora com
0 aumento da complexidade do modeio (até 1370 pardmetros), atingindo uma LVN de
6543. A acurdcia seguiu uma tendéncia semelhante (de sentido inverso) aumentando
de 51% para 75% (Tab. 2, ndo mostrado na Fig. 19). O objetivo da selecio de
modelos € encontrar aqueles que resultam no melhor ajuste, com um grau de
complexidade adequado. Assim, foram adicionados pardmetros aos modelos até que a
qualidade do ajuste nfo melhorasse si gnificativamente. De modo geral, a melhora do
ajuste é cada vez menor na medida que aumenfa a complexidade. A adicio do
componente quadrdtico (648 a 1000, nas abscissas) apresentou um ganho muito maior
do que a adi¢do dos dltimos parimetros lineares (400 a 640, nas abscissas). I possivel
testar a significiincia estatistica da redugio da LVN com a complexidade do modelo
usando-se o teste x2. Este teste revelou que a queda de 2171 pontos na LVN entre o
melhor modelo linear (648 pardmetros) e o modelo quadritico completo (1370
parimetros) foi significativa (P<.001).

Uma maneira mais apropriada de selecionar o melhor modelo preditivo € através da
validagdo cruzada da LVN (valor obtido retirando-se a protefna a ser prevista do
conjunto de dados e calculando-se os pardmetros). Pela intensidade computacional do
método, um niimero menor de modelos foj testado deste modo. Os resultados estio na
Figura 19 (curva superior, X). Como esperado, obteve-se uma curva em forma de U,
com um minimo achatado no meio, indicando que a complexidade ideal para o
modelo, dado o tamanho do conjunto de dados, é em torno de 800 parimetros. O
brago direitc do U apresenta inclinagdo acentuada, mostrando o efeito do nimero
excessivo de pardmetros. Os modelos mais complexos refletiram aspectos especificos
deste conjunto de dados e nio seriam capazes de "generalizar" ou obter bons
resultados fora dele. Um dos modelos com melhor resultado corresponde ao uso de
=1000 e resultou em uma acurdcia de 62.5% validada por cruzamento (Tab. 2).
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Um resultado ainda melhor foi obtido usando-se a selegdo de pardmetros (Fig. 19,
por¢ao inferior de ambas as curvas). Aqui, os pardmetros quadrdticos foram
adicionados um de cada vez na sua ordem de importancia, num procedimento andlogo
a regressio linear escalonada (DRAPER & SMITH, 1981). A melhor selegio de
parametros teve 768 deles (648 lineares e 120 quadrdticos) e atingiu uma acurdcia
validada de 65.5%. O modelo com 808 pardmetros atingiu 65.9%, a maior acurdcia Ja
publicada para este conjunto de dados, embora sua LVN validada fosse ligeiramente
maior (pior). Devemos frizar que nao foi realizada validacdo cruzada do processo de
sele¢lio de pardmetros, somente no processo de estimativa. Assim o valor validado
adequadamente pode ser menor.

Outros modelos foram testados sem que apresentassem resultados satisfatérios. As
principais idéias utilizadas foram: (1) Fazer com que a por¢ao linear levasse em conta
a distdncia do residuo central a cada posi¢io da janela local, inclusive com
periodicidade. (2) Variar o tamanho da janela local para ambas as partes do modelo.
(3) Diminuir ainda mais o nimero de parimetros quadrdticos fazendo com que as
matrizes A ¢ B fossem simétricas (efeito da interagio entre aminodcidos independeria
de sua ordem na sequéncia). Nenhuma destas suposig¢des apresentou melhor resultado
que os modelos apresentados na Tab. 2.

4.2. Os Parametros Lineares

Os pardmetros contidos no vetor a da Eq. 19 representam a influéncia do residuo de
posi¢do i+m na janela local sobre a estrutura do residuo central i . [sto corresponde &
"informagao direcional” de GIBRAT er al (1988, Eq. 3). Reordenando-se os
elementos de a pode ser dada uma interpretagdo fisicoquimica aos achados do
modelo. A Figura 20 ilustra tal interpretaciio e a Figura 21 traz o conteddo de a
reordenado em forma de matriz e codificado por cores. Note-se que a escala de cores
utilizada ndio € linear, o que intensifica o padrio encontrado, que serd discutido
adiante. A Figura 22 contém a codificaciio correspondente para os elementos de b
(Eq. 19). A escala de cores também ¢ nio linear ¢ difere da utilizada para a. Os
valores numéricos de a;, Jj € bij se encontram nas Tabelas 3 e 4 respectivamente. Os
parametros apresentados correspondem a0 modelo exclusivamente linear, com
acurdcia validada de 61%, apresentado na décima linha da Tab. 2.
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Figura 20 - Interpretagio funcional dos pardmeros lineares. (a) Janela de 17
residuos. Representamos aqui a situagio hipotética de um residuo (histidina, H)
que desfavorece a ocorréncia de uma determinada estrutura secunddria (e.g. alfa)
na posigdo central (9). Aqui também se encontra um outro aminodcido (leucina, L)
que, em outra posigio (12), favorece o surgimento do mesmo estado. (b)
Pardmetros lineares contidos no vetor a (Eq. 19), rearranjados em forma matricial
para facilitar a interpretagdo. As linhas correspondem a cada um dos aminodcidos,
aqui mostrados por seus c6digos. As colunas correspondem as posi¢oes da janela
local. Cada elemento representa a influéncia de um aminodcido (rétulo da linha)
sobre a estrutura do residuo central, quando ocupa uma determinada posigdo da
janela local (rétulo da coluna). As situagbes descritas na Fig. 20a resultam aqui
em parimetro negativo para a histidina na posi¢iio 3 (a7,5<0) e pardmetro positivo
para a leucina na posi¢do 12 (ajq, 122>0).
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Figura 21 - Representagao grafica dos parimetros lineares "alfa”. Foi usada uma
escala colorida, nao-linear, mostrada a direita, para codificar os valores dos
elementos do vetor a (Eq. 19), aqui rearranjados de maneira semelhante a exposta
na Fig. 20, porém com linhas ordenadas de acordo com seu valor médio. O
envelope da escala tem "forma de sino", assimétrica, que evidencia
arbitrariamente os padrdes citados no texto. O mesmo pode ser dito do filtro de
difusdo que foi aplicado a imagem.
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Figura 22 - Representagdo grifica dos pardmetros lineares "beta”. Foi usada uma
escala colorida, ndo-linear, diferente da usada na Fig. 21, mostrada & direita, para
codificar os valores dos elementos do vetor b (Eq. 19), aqui rearranjados de
maneira semelhante 4 exposta na Fig. 20, porém com linhas ordenadas de acordo
com seu valor médio. G envelope da escala tem "forma de sino", assimétrica, que
evidencia arbitrariamente os padrdes citados no texto. O mesmo pode ser dito do
filtro de difusdo que foi aplicado & imagem.




Tabela 3 - Contetddo do vetor a reordenado para interpretagio

-6

3

-4

)

-2

-1

0

1

2

3

4

5

6

2'7'"

8
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0.15
0.43
-0.14
-0.16
-0.24
014
0.06
-0.04
0.04
0.06
0.14
-0.46
0.00
012
-0.19
0.09
-0.06
0.02
-0.08
001

0.13
030
-0.29
-0.12
-0.04
0.20
0.19
-0.06
0.17
-0.13
0.08
-0.12
0.06
0.15
-0.26
0.02
-0.12
0.02
-0.15
-0.03

0.20
0.10
-0.27
-0.15
G.15
027
031
-0.08
0.19
-0.17
0.0t
-0.2%
0.10
-0.09
-0.10
0.09
-0.13
0.00
-0.16
-0.02

034
0.21
-0.22
-0.04
031
0.24
0.33
-0.01
-0.03
-0.04
-0.22
-0.41
0.07
-0.12
-0.06
0.02
-0.12
-0.08
-0.08
-0.09

0.16
0.24
-0.05
0.00
036
0.28
028
-0.03
0.07
-0.21
-0.14
-0.31
0.04
0.03
-0.08
0.20
-0.21
-0.13
-0.20
-024

0.25
076
0.29
0.16
0.26
0.24
0.17
-0.08
0.09
-0.16
-0.28
-0.29
0.06
-0.04
-0.13
0.12
-0.38
-0.17
-0.43
-041

0.49
0.83
0.52
0.40
0.48
033
0.15
0.08
0.01
-0.19
-0.32
-0.28
-0.06
0.05
-0.08
-0.20
-0.46
-0.35
-0.78
-0.60

0.63
0.55
0.40
0.55
0.57
0.35
0.24
024
0.06
-0.16
0.00
-0.02
0.03
-0.03
-0.11
025
-0.48
-0.51
-0.%6
-1.11

083
0.57
0.58
0.71
071
047
0.28
048
031
-0.01
0.14
0.14
0.02
-0.20
-0.29
-0.69
-0.68
-0.73
-1.24
-1.41

0.90
0.60
033
0.73
0.85
.44
0.17
035
.16
032
0.10
0.1¢
0.06
-0.24
-0.31
-0.56
-0.48
-0.55
-2.16
-0.83

082
0.28
035
038
0.69
0.40

-0.15
0.20
0.23
0.41
0.03

022
0.18

-0.03

0.47

0,69

0.38

-0.44

121

-035

073
0.43
0.25
031
0.59
0.38
-0.43
-0.01
0.06
0.41
6.02
-0.43
0.39
-0.01
-0.28
-0.75
-031
-0.17
-0.90
-0.27

0.49
038
0.1¢
0.21
0.39
052
-0.34
-0.06
-0.03
041
0.00
-073
032
-0.09
-0.27
-0.46
-0.18
0.05
-0.66
-0.05

045
0.41
0.13
0.09
0.12
0.42

-031

-0.16
0.03
037
0.08

068
021

-0.04

015

-0.28

015
0.11

-0.52

014

0.33
0.64
0.03
0.22
0.36
0.29
-0.41
-0.21
-0.03
0.46
-0.06
-0.63
0.14
0.00
-0.21
-027
-0.20
0.12
-0.48
-0.09

034
0.60
012
0.20
017
0.19
-033
-0.26
-0.13
027
012
-0.70
0.22
024
-0.11
-0.27
-0.26
0.07
-0.43
-0.04

011
0.41
-0.14
0.25
016
0.25
-0.22
-0.23
-0.21
0.24
026
-0.65
028
0.10
-0.02
-0.23
-0.32
0.19
-0.24
003

Os pardmetros "alfa" (vetor a, Eq. 19) do modelo puramente linear (Egs. 10 e
11) foram listados aqui, no mesmo formato em que se encontram na Fig. 21. Sua
influéncia sobre o residuo central (coluna 0, no centro da tabela) pode ser
interpretada de acordo com o processo descrito na Fig. 20. Aqui pode-se
apreciar a magnitude dos valores numéricos, sem o efeito da tabela de cores ou
do filtro de difusio, usados na Fig. 21.
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Tabela 4 - Contetido do vetor b reordenado para interpretagdo
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-0.20
-0.20
-0.10
0.20
-0.30
0.00
-0.10
-0.30
0.10
010
0.10
-0.10
-0.10
0.00
0.10
0.50
0.20
0.00
-0.10
030

-0.30
-0.10
-(.20
0.20
-0.20
-0.30
-0.10
030
0.10
0.10
030
-0.10
-0.10
0.00
0.00
0.20
0.20
0.10
-0.20
0.10

-0.30
0.00
-0.50
6.20
-0.20
-0.50
-0.20
-0.10
a1o
0.30
G010
0.00
0.00
0.00
0.20
0.30
0,20
030
0.10
0.00

(.00
0.00
0.30
0.10
0.10
0.90
0.00
0.50
0.00
0.20
(.20
0.00
0.10
030
0.10
030
0.30
030
0.00
020

.10
.00

-0.20
-0.10
-0.10

0.40
0.20
0.20
0.00
0.00
0.40
0.00
0.00
0.20
0.00
0.10
0.30
0.00
0.10
0.10

030
0.20
0.60
-0.10
-0.10
0.30
-0.10
-0.30
0.00
0.06
0.20
-0.10
-030
0.10
0.00
-0.10
0.00
-0.10
-0.30
-0.20

0.80
070
0.60
0.10
0.30
0.60
0.40
-0.20
0.00
0.00
G.20
-0.20
-0.20
-0.10
-0.50
-0.30
0.10
-0.60
-0.70
-0770

1.10
0.90
0.50
0.30
G.60
0.70
0.60
0.20
010
0.10
0.10
-0.10
-0.20
-0.30
-0.30
-0.40
-0.50
-1.10
-1.00
-1.20

1.20
120
0.60
0.60
0.80
0.80
0.80
0.50
0.10
0.00
-0.20
-0.20
-0.20
-020
-030
-0.60
-0.90
-1.20
-1.50
-1.40

1.20
110
0.70
0.40
0.80
0.10
(.80
030
-0.40
-0.20
-0.30
-0.30
-0.10
0.00
-0.40
-030
-0.50
-0.60
-1.00
-1.40

Q.70
070
0.40
0.40
0.40
-0.10
0.50
-0.10
-0.40
-0.20
.00
-0.30
0.00
020
-0.30
0.10
0.00
-0.40
-0.70
-1.00

0.50
0.30
030
6.20
G.30
-0.30
G.30
-0.30
-0.40
0.10
-0.10
-0.30
0.00
0.20
0.10
0.20
0.20
-0.20
-0.50
-0.60

0.20
0.10
020
0.10
0.20
-0.30
0.00
-0.40
-0.30
.10
-0.20
-0.:20
G.10
0.20
0.10
0.20
040
Q.10
-0.20
-0.40

-0.10
-0.10
0.20
0.20
.00
-0.30
0.19
-0.40
G.00
G.30
-0.10
-0.10
0.060
0.20
-0.10
030
030
0.20
-0.20
-0.30

-0.20
-0.20
0.40
030
0.10
-0.40
-0.10
-0.30
-0.10
0.30
0.00
-0.40
-0.20
0.50
0.00
0.20
0.20
030
-0.10
-0.30

-0.30
-0.20
0.60
0.20
-0.30
-0.10
-0.10
-0.20
030
0.40
0.20
-0.30
-0.30
030
-0.10
6.10
0.10
.20
-0.30
-0.30

-0.10
-G.10
0.50
G.30
-0.10
-0.30
-0.30
-0.60
G.40
.40
0.10
-0.10
-3.20
0.10
-0.10
0.10
0.20
030
-0.30
Q.00

Os pardmetros "beta" (vetor b, Eq. 19) do modelo puramente linear (Egs. 10 e
11) foram listados aqui, no mesmo formato em que se encontram na Fig. 22. Sua
influéncia sobre o residuo central (coluna 0, no centro da tabela) pode ser
interpretada de acordo com o processo descrito na Fig. 20. Aqui pode-se
apreciar a magnitude dos valores numéricos, sem o efeito da tabela de cores ou
do filtro de difusao, usados na Fig. 22.
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4.3. Os Pardmetros Quadraticos

Na medida em que existem 20 aminodcidos, existem 20x20=400 possiveis interagbes,
que foram consideradas separadamente para estruturas alfa e beta, elevando seu
ntimero para 800. Apos as devidas restrigdes, os modelos mais complexos tinham 722
parAmetros quadrdticos. Foi impossivel obter estimativas confidveis para todos eles,
dada a limitagéo no tamanho da base de dados. De fato, sem o uso da penalidade, nfio
foi detectado nenhum padrio coerente no conjunto de parimetros. J4 com a
incorporagdo desta técnica (A=1000) padrdes surgiram na estrutura da matriz de

estimativas, relacionada a formacgfio de alfa hélices

Os elementos da submatriz A representam a influéncia da interagfio entre dois residuos
da janela local sobre a estrutura do residuo central. A ordem dos resfduos na
sequéncia foi considerada. A influéncia da distincia e posicio do par foi dada por LU
durante o processo de ajuste. Note que esta interpretagio dos pardmetros quadrdticos
ndo encontra correspondéncia no modelo de GIBRAT er al. (1987). Na realidade
enquanto estes autores aproximaram a Eq. 2 (equivalente a um modelo logistico
quadrdtico completo, Eq. 19 e 20) através do uso das informagBes "proprias”,
"direcionais", "pareadas" e de observagdes ficticias, nossa estratégia foi a imposic¢o
de restrigbes as matrizes A e B, usando periodicidade, mais uso de penalizacio da

verossimilhanga.

A matriz A foi entio rearranjada, de forma a agrupar aminodcidos parecidos e facilitar
a interpretagdio. A Fig. 23 mostra o seu contetido, codificado por cores. Novamente a
escala de cor ndo € linear. O mesmo foi feito para B na Fig. 24, com escala diferente.
Esses parimetros foram obtidos do melhor modelo da secdio ii da Fig. 2 (que obteve
sucesso em 62.5% dos residuos). Os padres encontrados em ambas as matrizes sio
discutidos adiante.

A signmificiincia de cada pardmetro quadrdtico foi calculada conforme descrito (Eqgs. 42
e 43). Os principais valores, correpondentes a interagiio de pares de aminodcidos, siio
apresentados nas Tabelas 5 a 8 de acordo com o modo como influenciam a ocorréncia
de cada estrutura secunddria. Foram mostrados apenas os parimetros com valores de ¢
> 2.0 (aproximadamente correspondendo & uma significincia P<0.05). Ali também
foram incluidas informages sobre a plausibilidade do efeito da intera¢do sobre a
estrutura, assim como comparacio com os achados de GIBRAT et al. (1987). Foram
encontrados duas vezes mais parimetros signicativos em A do que em B.
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Figura 23 - Representacio dos pardmetros quadrdticos "alfa". Foi utilizada uma
escala de cor, ndo lincar, mostrada a direita, para codificar os elementos da
submatriz A Como descrito no texto, esta matriz corresponde a cada um dos 340
blocos que formam a matriz A. As linhas e colunas foram rearranjadas de forma a
agrupar aminodcidos semelhantes (Fig. 2). O envelope da escala tem "forma de
sino", assimétrico, € foi escothido para evidenciar arbitrariamente os padrOes
discutidos no texto. O mesmo pode ser dito do filtro de difusdo usado na imagem.
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Figura 24 - Representagio dos pardmetros quadrdticos "beta". Foi utilizada uma
escala de cor, ndo linear, mostrada a direita, diferente da usada na Fig. 23, para
codificar os elementos da submatriz B. Como descrito no texto, esta matnz
corresponde a cada um dos 340 blocos que formam a matriz B. As linhas e colunas
foram reamranjadas de forma a agrupar aminodcidos semelhantes (Fig. 2). O
envelope da escala tem “"forma de sino", assiméirico, e foi escolhido
arbitrariamente, assim como o filtro de difusio usado na imagem.
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Tabela § - Parimetros Quadriticos mais Significativos

Elementos Positivos da Sub-matriz A

Res.1 Res.j t Ay Classe Classe Plausivel GGR
i j ) N

L L 442 0.22 np op * +
\Y L 4.05 02 np np * +

L H 4 032 np np * +
I AY 3.94 042 np np *

K D 3.65 033 + - * +
K E 319 0.19 + - *

D K 3.16 0.39 - + * +
A% \Y 2.99 0.18 np np *

L r 292 027 np np * +
E K 2.89 0.27 - + * +
S T 2.8 032 sp sp *

R T 2.59 035 + sp *

G A 2.53 0.16 § t +i-
Y I 2.53 034 np np *

N K 237 0.3 p + *

S N 235 031 &p P *

D S 2.15 0.25 - sp * +
b R 2.1 0.44 - + *

E A 2.04 0.14 - t

P K 2.03 04 £ + +
1 i 2.02 0.14 np np *

D T 1.93 0.27 - sp *

T Q 1.79 0.14 sp p *

F M 1.79 0.92 np np *

F Y 1.75 0.51 np np *

T - A alanina embora seja pequena e apolar nfio apresenta grandes aversoes.
§ - A glicina embora pequena e polar niio tem cadeia lateral para interagir.
£ - A prolina embora pequena e apolar niio tem grande avers3o por residuos polares.

Aqui estdo listados, por ordem decrescente de valor de £ de Student (Egs. 42 ¢ 43), os
elementos positivos da matriz A, pardmetros associados a um determinado par de
residuos, cuja interacdo, ponderada de acordo com W36, seria favordvel ao estado
alfa. Nas duas primeiras colunas (Res. { e Res. ) temos a identidade dos resfduos,
sendo que a ordem € a mesma em que aparecem na sequéncia. Na terceira coluna (1)
estiio os valores de ¢ de Student (Eqgs. 42 e 43). A quarta coluna (Ajj) traz os valor
numérico do elemento da matriz A As colunas seguintes (Classe i e Classe j)
informam as caracteristicas ffsicoquimicas do par ij em questdo (p=polar, sp=pequeno
e polar, np=apolar,+=carregado positivamente, -=carregado negativamente). Estas
informacdes auxiliam a entender a coluna seguinte (Plausivel S/N), que traz a
plausibilidade da interpretagio do pardmetro (S=sim, plausivel; N=nfo). Espera-se
que residuos com a mesma hidrofobicidade e/ou de cargas opostas estejam
associados. A dltima coluna (GGR) informa se o elemento Aj;j estd em concordincia
com os resultados de GIBRAT et al. (1987). A linha transversal marca o ultimo
elemento significativo (£>2 ou P<0.05).
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Tabela 6 - Parimetros Quadriticos mais Significativos

Elementos Negativos da Sub-matriz A

Res.i  Res.j t Agj Classe Classe Plausivel GGR
i i S N

L K -3.53 -0.27 np + * +
L A -3.08 -0.17 np sp *
N G -2.89 -043 P §
D L 271 0.1 - np * +
A L -2.66 -0.15 sp ap * +
F T 2.6 -031 np sp *
v S -2.51 -0.24 np sp * +
K L -2.51 -0.24 + np * +
K H 246 -0.69 + b 9
K Y -233 -0.53 + np ®
E I -233 041 - np *
L S 224 -0.18 np sp *
S H -2.19 -047 sp g b +
T T 215 -0.29 sp sp X
1 8 2.1 03 np sp *
E L 209 -0.16 - np * +
D F -2.06 -0.21 - up * +
S I -2.05 Q.16 sp np * +
K F -2.03 032 + np *
K K 202 03 + + *
L. G -1.97 02 np §
A% N -1.87 -0.14 np P *
P I -1.86 -0.37 £ np
K A 183 023 + +
D I -1.81 0.1t - np *

t - A alanina embora seja pequena e apolar nfio apresenta grandes aversdes,

§ - A glicina embora pequena e polar ndo tem cadeia lateral para interagir.

L - A prolina embora pequena e apolar ndo tem grande aversiio por residuos polares.

9 - A histidina tem polaridade intermediéria, se comportando geralmente como polar e positivo.

Aqui estdo listados, por ordem crescente de valor de £ de Student (Eqgs. 42 e 43), os
clementos negativos da matriz A, parimetros associados a um determinado par de
residuos, cuja interagio, ponderada de acordo com W3-, seria desfavordvel ao estado
alfa. Nas duas primeiras colunas (Res. i e Res j) temos a identidade dos residuos,
sendo que a ordem € a mesma em que aparecem na sequéncia. Na terceira coluna (¢)
estdo os valores de ¢ de Student (Egs. 42 e 43). A quarta coluna (Ajj) traz os valor
numérico do elemento da matriz A. As colunas seguintes (Classe i e Classe j)
informam as caracteristicas f{sicoquimicas do par if em questio (p=polar, sp=pequenc
¢ polar, np=apolar.+=carregado positivamente, -=carregado negativamente). Estas
informagbes auxiliam a entender a coluna seguinte (Plausivel S/N), que traz a
plausibilidade da interpretagio do pardmetro (S=sim, plausivel, N=ndo). Espera-se
que residuos com diferentes tipos hidroafinidade ou com cargas do mesmo tipo
estejam associados. A iltima coluna (GGR) informa se o elemento Ajj estd em
concordincia com os resultados de GIBRAT ez al. (1987). A linha transversal marca o
lltimo elemento significativo (f <-2 ou P<0.05).
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Tabela 7 - Pariimetros Quadriticos mais Significativos

Elementos Positivos da Sub-matriz B

Res. 1 Res. j t By Classe Classe Plausivel GGR
i i 8 N

v I 3.44 0.14 np np *

T S 3.0 0.1 sp sp *

Y L 3 0.26 np np *

L E 2.64 0.2 np - X

C G 261 021 snp §

I F 249 0.18 np np *

S Q 2.46 027 sp p * +

R T 225 023 + sp *

v C 22 0.21 op snp *

P Q 1.98 023 £ p

C L 1.85 035 snp np *

K Y 1.82 0.14 + np X

L L 1.77 0.05 np np * N

M R 1.76 0.58 np - X

Q G 1.75 0.17 P §

G G 1.72 0.13 § § § N

Q 1 1.67 0.24 p np X

C T 1.66 0.22 snp sp X

Q N 1.62 0.16 P p *

T Q 1.61 0.15 sp p *

L G 1.59 0.14 np §

R N 1.58 0.12 + p *

G N 1.57 0.12 § P

F G 1.55 0.11 np §

I P 1.51 0.16 np £

G P 1.51 0.11 § £

§ - A glicina embora pequena € polar ndo tem cadeia lateral para interagir.
£ - A prolina embora pequena e apolar niio tem grande aversio por residuos polares.

Aqui estio listados, por ordem decrescente de valor de ¢ de Student (Egs. 42 ¢ 43), os
elementos positivos da matriz B, parimetros associados a um determinado par de
resfduos, cuja interaciio, ponderada de acordo com W29, seria favordvel ao estado beta.
Nas duas primeiras colunas (Res. i e Res j) temos a identidade dos residuos, sendo que a
ordem € a mesma em que aparecem na sequéncia. Na terceira coluna (¢) estio os valores
de ¢ de Student (Egs. 42 e 43). A quarta coluna (Bjj) traz os valor numérico do elemento

da matriz B. As colunas seguintes (Classe i e Classe j) informam as caracterfsticas
fisicoquimicas do par §j em questio (p=polar, sp=pequeno e polar,
np=apolar,+=carregado positivamente, -=carregado negativamente). Estas informacdes
auxiliam a entender a coluna scguinte (Plausivel S/N), que traz a plausibilidade da
interpretacdo do parimetro (S=sim, plausivel; N=nfo). Espera-se que residuos com a
mesma hidrofobicidade e/ou de cargas opostas estejam associados. A ltima coluna
(GGR) informa se o elemento Bjj estd em concordincia com os resultados de GIBRAT
et al. (1987). A linha transversal marca o ultimo elemento significativo (¢ >2 ou P<0.05).
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Tabela 8 - Parimetros Quadriticos mais Significativos

Elementos Negativos da Sub-matriz B

Res.i Res. j t By Classe Classe Plausivel GGR
i ] S N

\Y ) -3.56 021 np sp * *
K N -3.14 -0.25 + p X *
N Y -2.78 032 p np *

1 Y -2.68 033 np np X

3 L -2.65 -0.13 sp np *

i L -248 -0.25 up np X

R G -2.37 0.01 + §

T A 226 015 sp T

C 5 225 -0.09 snp sp #*

P G 2.17 -0.13 £ 3

T L -2.16 -0.1 sp np *

D G -2.05 -0.11 - §

P P -2.05 -0.28 £ £

G K 2 -0.13 § + +
R L -1.95 -0.15 np *

v W -1.87 -0.39 np &

L R -1.86 -0.19 np + *

Q P -1.84 -0.29 P £

T v -1.8 -0.02 sp np *

E D -1.77 0.2 - - *

G 1 -1.74 0.14 & np

K T -1.73 0.12 + sp X

I E -1.64 -0.16 np - *

S i -1.59 -0.11 sp np

E C -1.58 -0.19 - snp * +

T - A alanina embora seja pequena e apolar niio apresenta grandes averstes.
§ - A glicina embora pequena e polar nio tem cadeia lateral para interagir. (veja texto)
£ - A prolina embora pequena ¢ apolar nfo tem grande aversio por residuos polares.

Aqui estdo listados, por ordem crescente de valor de ¢ de Student (Egs. 42 e 43), os
elementos negativos da matnz B, parAmetros associados a um determinado par de
residuos, cuja interagdo, ponderada de acordo com W29, seria desfavordvel ao estado
alfa. Nas duas primeiras colunas (Res. i e Res j) temos a identidade dosresiduos, sendo
que a ordem € a mesma em que aparecem na sequéncia. Na terceira coluna (#) estio os
valores de f de Student (Eqgs. 42 e 43). A quarta coluna (Bjj) traz os valor numérico do

elemento da matriz B. As colunas seguintes (Classe i e Classe j) informam as
caracterfsticas fisicoquimicas do par ij em questio (p=polar, sp=pequeno e polar,
np=apolar,+=carregado  positivamente, -=carregado negativamente).  Estas
informagdes auxiliam a entender a coluna seguinte (Plausivel S/N), que traz a
plausibilidade da interpretagio do parimetro (S=sim, plausivel; N=nio). Espera-se
que residuos com diferentes tipos hidroafinidade ou com cargas do mesmo tipo
estejam assoctados. A dltima coluna (GGR) informa se o elemento Bij estd em
concordincia com os resultados de GIBRAT ef al. (1987). A linha transversal marca o
tltimo elemento significativo (¢ <-2 ou P<0.05).
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4.4.  Constantes de Decisdo e Quantidade Relativa de
Estrutura Secundaria

Ao contrdrio de GIBRAT er al. (1988), decidimos niio usar constantes de decisdo, por
acreditarmos que tal procedimento € vdlido somente para o conjunto de dados usado
para calcular os pardmetros. Qualquer melhora da acurdcia devido a seu uso depende
do conhecimento prévio da propor¢do de estrutura secunddria existente na proteina
testada. As constantes DCH ¢ DCE de GIBRAT et al. (1987) sio um reflexo da
proporg¢do de alfa, beta e coil neste particular conjunto de proteinas (Tab. 1).

Para ilustrar este fato fizemos uma pesquisa sistemdtica, em cada cadeia, do efeito da
ponderagdo das probabibilidades com constantes de decisio (Egs. 44 e 45). O
conhecimento prévio da quantidade de estrutura regular alfa ¢ beta, pode elevar a
acurdcia até 72%. Os valores de C1 e C2 encontrados, contudo, apresentaram uma
variabilidade acentuada (Tabs. 9 a 12). Além disso, os métodos publicados para
previsao da proporgdo alfa/beta (SHERIDAN er al, 1985; KLEIN, 1986; KLEIN &
DELISI, 1986; NAKASHIMA, NISHIKAWA & OOI, 1986; DELEAGE & ROUX,
1987), necessdria para fazer uso destas constantes em proteinas de estrutura

desconhecida, nio sdo suficientemente acurados.

As Tabela 9 a 12 contém os resultados das previsdes validadas por cruzamento
usando as melhores constantes de decisdo para cada cadeia. Protefnas de diferentes
classes estruturais (LEVITT & CHOTHIA, 1975) foram listadas separadamente para
evidenciar os padrdes nos valores encontrados para C1 e C2 (Egs. 44 ¢ 45). O uso de
constantes de decisio diferentes para cada proteina permite elevar a acurdcia para
72.2%. Se adotarmos um procedimento semelhante ao de GIBRAT et al. (1987), isto
¢, uso das mesmas constantes (Cl= 0.38 ¢ C2= 0.51) para todas as cadeias, a melhora

da acurdcia € mais modesta, 67.8%.

A Tab. 9 traz os resultados obtidos para proteinas onde predominam as alfa-hélices
(e.g. Fig. 25). Nota-se o melhor desempenho do método neste tipo de proteina
(70.2%), bem como um aumento significativo da acurdcia com o uso constantes de
decisio (mais de 8 pontos percentuais). A relagdo entre os valores médios das
constantes (C1<C2) € consistente com as Egs. 44 e 45, onde C2 ¢ o peso dado a
probabilidade alfa (p;). Uma inspecio dos valores individuais de C1 e C2 obtidos
para as diferentes cadeias, porém, mostra intensa variag@io, inclusive com inversio do
padrao (1LZM, n. 0 45).
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Na Tab. 10 estdo as proteinas onde predominam as placas pregueadas (e.g. Fig. 26). A
performance do método neste grupo é compardvel ao resultado geral (65.5%), e a
melhora com o uso de constantes de decisiio (7 pontos), compardvel ao caso anterior.
O valor de médio C1, que multiplica a probabilidade beta (pp) nas Eq.s 44 e 45, foi
maior que o de C2, como esperado. Contudo, este padrido ndo é representativo, uma
vez que existem 15 casos onde C1<C2, mais que o dobro dos casos que acompanham
a média.

A Tab. 11 A traz os resultados obtidos para proteinas onde alfa-hélices e corddes beta
se alternam ao longo da sequéncia (e.g. Fig. 27). O desempenho neste grupo (63.3%)
¢ ligeiramente menor que a média e o aumento da acurdcia devido ao uso de
constantes (menos de 3 pontos percentuais), bem menor que nos dois casos anteriores.
O tamanho deste tipo de cadeia (196) €, em geral, maior que nos casos alfa e beta (142
¢ 146 respectivamente). Existe uma ligeira predominincia de residuos no estado alfa,
caracteristico destas protefnas (LEVITT & CHOTHIA, 1975). Os valores médios de
C1 e C2, porém, sdo equivalentes. Como no caso das proteinas beta, este padrio nio é
representativo dos resultados individuais, onde predominou um ou outro valor
(exceto, talvez, 3FXC, n.930, com C1=0.9 e C2=0.95, valores duas vezes maiores que

as respectivas médias).

Na Tab. 12 estio as proteinas que combinam elementos das trés classes anteriores, de
diferentes maneiras (e.g. Fig. 28). Como no caso anterior (Tab. 11) a performance foi
pior que a média (63.6%) e o aumento da acurdcia com o uso de constantes (4
pontos), mais modesto que nos casos alfa e beta (Tabs. 9 ¢ 10). O tamanho médio
dessas cadeia (235) € significativamente maior que nos casos o/f, e B (196, 142 e
146, respectivamente). As quantidades de residuos no estado alfa e beta foram
equivalentes (23%). Apesar disso o valor médio de C2 resultou ligeiramente maior
que o de CI. Este foi o padrio predominante nos dados, ainda que com grande
variabilidade nos valores absolutos (exceto 3RN3, n.° 58, onde C1>C2).

O padrdo observado nos valores médios obtidos para C1 e C2 ndo se manteve nos
casos individuais. As Figuras 25 a 28 ilustram um possivel motivo, além de
exemplificar as classes estruturais de LEVITT & CHOTHIA (1975). Nelas podemos
ver grificos mostrando o efeito da variagdo sistemdtica das constantes de decisio
sobre & acurdcia. A Fig. 25 traz o resultado para o Citocromo C-551 (351C, n.© 24,
Tabela ©), uma proteina contendo apenas residuos alfa e coil. A escolha de C1=03 ¢
C2=0.55 eleva a acurdcia (valores calculados usando dados das outras 66 cadeias)
para 86.6%. Podemos obter o mesmo efeito para a cadeia pesada do fragmento Fab da
Imunoglobulina (1IMCP, cadeia H, n.° 40, Tabela 10), que tem somente residuos beta
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Tabela 9 - Resultado listado por cadeia. Inclui efeito das constantes de decis#o.
Proteinas o

N Codigo C aa %alfa %beta acurdcia ac.mdx.t Cl c2
10 5CPV 108 53.7% 37% 657% 66.7% 0.15 055
i1 3ICB 75 573% 0.0% 827% 947% 0.6 0.75
16 2CTS 437 61.1% 14% 746% 858% 08 0095
17 1CRN 46 413% 87% 587% T61% 025  0.65
19 1CCR 111 396% 00% 649% T73.9% 0.7 0.85
20 2CCY A 127 748% 00% 803% R89.8% 0.1 0.5
21 2CYP 293 47.1% 55% 696% T2.0% 085 095
22 3C2C 112 429% 00% 580% 638% 04 0.55
23 2CDV 107 252% 94% 73.8% 794% 0.25  0.55
24 351C 82 463% 00% T32% 86.6% 03 0.55
28 1ECD 136 76.5% 00% 699% 787% 0.2 0.6
34 2HMQ A 114 614% 00% 781% 7T88% 025  0.55
35 2HHB A 141 76.6% 00% 681% T80% 045 075
36 2HHB B 146 774% 00% 589% 81.5% 0.65 085
37 2LHB 149 732% 00% 698% 772% 0.75 0.9
44 1LH1 153 77.8% 00% 72.6% 85.0% 025 065
45 21.7ZM 164 66.5% 85% 622% 689% 085 035
46 1LZ1 130 369% 77% 63.1% T723% 08 0.9
47 2MLT A 26 923%  00% 9NRO% 9RO% - £ - £
48 IMBN 153 77.1% 00% 804% 8&3.7% 045 0.7
53 1BP2 123 439% 65% 65.0% 707% 045 075
MEDIAS 140 598% 25% 702% 788% 0.48 0.69

T - A acurdcia mdxima foi obtida escothendo-se as constantes de decisao (Cl e C2, mostradas aqui e
definidas na Eqgs. 44 e 45) para cada cadeia prevista, refletindo a propor¢fio de estruturas alfa e beta
neste conjunto de dados.

£ - Casos em que o uso de constantes de decis@io nio melhorou a acurdcia. Quaisquer valores de C1 ¢
C2 resultam na mesma taxa de acerto ou pior.

Resultados da previsio de estrutura secunddria listados por cadeia, separados por
classe estrutural (LEVITT & CHOTHIA, 1975) e acompanhados do efeito do uso
de constantes de decisdo (Egs. 44 e 45). Nesta tabela temos as proteinas «, onde
predominam as hélices. Na primeira coluna (N) foram mantidos os ndmeros
originais da Tab. 1. Na segunda, os cédigos dos arquivos PDB. Na terceira coluna
(C) temos a identificago da cadeia utilizada, quando pertinente. Na quarta coluna
(aa) estd o nimero de aminodcidos. Nas duas colunas subsequentes femos as
proporgoes de residuos em alfa-hélices e placas beta. Na sétima coluna temos a
acurdcia obtida com o modelo ajustado as outras 66 cadeias (melhor modelo com
selecdo 160 parimetros quadriticos, secido iv da Tab. 2). Na oitava coluna (ac.
mdx.) estd o valor mdximo que pode ser obtido para a acurdcia, variando-se
sistematicamente os valores das constantes de decisdo. Na duas dltimas colunas
estdo os valores de C1 e C2 que resultaram na acurdcia méxima. Note-se que esta
procura dos melhores valores para C1 e C2 s6 é possivel quando se conhece a
estrutura secunddria da proteina, sendo impraticdvel em protefnas cuja estrutura é
desconhecida. Ela foi feita aqui a fim de buscar uma relaciio entre C1 e C2, as
quantidades relativas de estruturas alfa e beta ¢ a classe estrutural da protefna. Na
dltima linha temos as médias, ponderadas quando pertinente, do nimero de
aminodcidos, quantidade de estrutura secunddria, acurdcia com e sem uso de
constantes de decisiio, Cl e C2.
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Tabela 10 - Resultado listado por cadeia. Inclui efeito das constantes de decisdo.
Proteinas f§

N Codigo C aa %alta % beta acurdcia ac.mdx.t Cl C2
5 2ALP 198 40% 525% 59.1% 672% 09 0.2
9 2ABX A 74 00% 54% T10% 959% 0.5 0.55
12 2CAB 256 14.5% 301% 656% 71.5% 0.05 0.25
18 1GCR 174 75% 443% 58.1% 655% 08 0.1
25 3DFR 162 19.1% 315% 33.1% 654% 0.1 0.25
26 2EST E 240 71% 342% 683% 72.5% 0.15 0.2
27 3EBX 62 00% 436% 855% 903% 0.85 0.2
39 IMCP L 220 36% 459% 609% 705% O 0.15
40 1IMCP H 222 00% 491% 712% 797% 005  0.15
41 2PKA A 80 00% 450% 625% 763% O 0.15
42 2PKA B 152 138% 257% T29% T3.5% 0.1 0.15
49 INXB 62 00% 41.9% 855% 887% 08 0.25
50 1SN3 65 123% 185% 754% 769% 035  0.55
51 10VO A 56 179% 214% 571% 62.5% 035 0.4
54 1PCY 99  40% 354% 748% 828% 0.05 0.2
55 2PAB A 114 70% 518% 535% 649% O 0.15
56 2SGA 181 66% 541% 553% 69.6% 08 0.15
57 3RP2 A 224 54% 371% 746% 754% 005 015
59 5RXN 54 00% 148% 741% 852% - § - §
62 280D O 151 00% 384% 73.5% 762% 0.1 0.2
64 1TPO 223 94% 323% T22% T27% 03 0.5
65 4PTI1 58 207% 24.1% 81.0% 84.1% 0S8 0.2
66 2STV 184 98% 446% 571% 674% 0.9 0.2
67 4SBV A 199 121% 352% 5303% 603% 005 0.15
MEDIAS 146  75% 381% 655% 72.6% 035 0.24

t - A acurdcia méaxima foi obtida escolhendo-se as constantes de decisfio (C1 e C2, mostradas agui e
definidas na Egs. 44 e 45) para cada cadeia prevista, refletindo a propor¢iio de estruturas aifa ¢ beta.

§ - Casos em que grande mimero de combinagdes de valores de Cl e C2 resultaram na mesma acurdcia
mAxima,

Resultados da previsdo de estrutura secunddria listados por cadeia, para proteinas
(LEVITT & CHOTHIA, 1975) e acompanhados do efeito do uso de constantes de
decisdo (Egs. 44 ¢ 45). Nesta tabela as cadeias onde predominam as placas
pregueadas. As colunas tem o mesmo conteddo descrito para a Tab. 9. Nota-se que
as proteinas § apresentam um tamanho médio (146 aminodcidos) compardvel as
proteinas « (142). A predomindncia de residuos na classe estrutural mais frequente
(B) ndo chega a ser tdo predominante (38% B, 7.5% o) quanto no caso anterior
(60% o, 2.5% B,Tab. 9). A contrdrio das proteinas «, C1>C2. (As médias das
constantes de decisdo ndo foram ponderadas).
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Tabela 11.- Resultado listado por cadeia. Inclui efeito das constantes de decis3o.
Proteinas o/f§

N Codigo C aa %alfa %beta acuricia ac.mix.t Cl Cc2
6 6ATI A 310 353% 148% 59.0% 60.7% 0.1 03
7 6ATI1 B 146 164% 33.6% 664% 668% 02 0.4
13 5CPA 307 362% 163% 63.5% 651% 02 0.5
29 1FDX 54 93% 74% T41% K33% - § - §
30 3FXC 98 71% 153% 704% 81.6% 09 0.95
31 3FXN 138 362% 21.0% 659% 665% 085 03
32 4FD1 106 255% 132% 651% 71.7% 085 0.15
33 1GP1 A 184 288% 158% 56.5% 63.6% 03 0.45
43 6LDH 329 41.0% 16.1% 608% 61.5% 0.45 0.7
61 1SBT 275 302% 17.8% 6659% 69.1% 03 0.6
MEDIAS 195 31.1% 174% 633% 66.1% 046 048

t - A acurdcia maxima foi obtida escolhendo-se as constantes de decisdio (C1 e C2, mostradas aqui e
definidas na Eqs. 44 e 45) para cada cadeia prevista, refletindo a proporgiio de estruturas alfa e beta.
§ - Casos em que grande mimero de combinagdes de valores de C1 e C2 resultaram na mesma acurdcia

maxima.

Resultados da previsdo de estrutura secunddria listados por cadeia, para protefnas
o/ (LEVITT & CHOTHIA, 1975) e acompanhados do efeito do uso de constantes
de decisdo (Eqgs. 44 e 45). Nesta labela as cadeias onde alfa-hélices e placas beta
se alternam ao longo da sequéncia. As colunas tem o mesmo contetdo descrito
para a Tab. 9. Nota-se que as proteinas o/f apresentam um tamanho médio (195
aminodcidos) maior que proteinas a ¢ f (142 ¢ 146 respectivamente). Apesar da
predominincia de residuos na classe estrutural o, as constantes de decisao (C] e
C2) tiveram valores equivalentes. (As médias das constantes de decisio nio foram
ponderadas).
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Tabela 12 - Resultado listado por cadeia. Inclui efeito das constantes de decisfo.
Proteinas o+f

N Cdédigo C aa %alla %beta acurdcia ac.max.t CIl c2
] 3APP 323 102% 45.5% S2.0% 59.19% 0.05 0.15
2 2ACT 218 275% 184% 63.6% 70.5% 045 065
3 OWGA A 170 118% 94% 788% T88% - £ - £
4 8ADH 374 233% 22.7% 61.0% 623% 02 0.3
8 2AZA A 129 11.6% 333% 550% 597% 0.1 0.2
14 SCAT A 498 295% 155% 697% 699% 04 0.65
15 5CHA A 228 11.0% 333% 680% 693% 0.1 0.2
38 1HIP 85 11.8% 106% 659% 84.7% 0.15 03
52 1PPD 212 250% 17.0% 698% 74.1% 0.5 0.75
58 3RN3 124 21.0% 33.1% 605% 67.7% 0.7 0.2
60 28NS 141 184% 199% 575% 67.4% 0.15 0.3
63 3TLN 316 396% 16.5% 3598% 64.6% 06 0.8
MEDIAS 235 223% 23.1% 63.6% 67.7% 031 0.41

+ - A acurdcia méxima foi obtida escolhendo-se as constantes de decisfio (C1 e C2, mostradas aqui
definidas na Eqs. 44 e 45) para cada cadeia prevista, refletindo a proporgdo de estruturas alfa e beta.

£ - Casos em que o uso de constantes de decisio nfio melhora a acurdcia, quaisquer valores de Cl e C2
resultam na mesma taxa de acerto ou pior.

Resultados da previsdo de estrutura secunddria listados por cadeia, para proteinas
o+f (LEVITT & CHOTHIA, 1975) e acompanhados do efeito do uso de
constantes de decisdo (Egs. 44 e 45). Nesta tabela as cadeias onde alfa-hélices,
placas beta e elementos o/f se misturam de diversas maneiras ao longo da
sequéncia (Fig. 28). As colunas tem 0 mesmo contetido descrito para a Tab. 9.
Nota-se que as proteinas a+f apresentam um tamanho médio (235 aminodcidos)
maior que proteinas o, f & o/f (142, 146 e 196 respectivamente). Apesar da
quantidade equivalente de residuos em cada classe estrutural, C1<C2, como nas
protefnas o. (As médias das constantes de decisio ndo foram ponderadas).
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Figura 25 - Efeito do uso de constantes de decisfio sobre a acurdcia de previsiio de
estrutura secundiria do Citocromo C-351 (351C, n.o 24, Tab. 9), uma proteina o
(LEVITT & CHOTHIA, 1975). {a) Grafico mostrando o efeito de diversos valores de
(C1 e C2 (Egs. 44 e 45} sobre a acuracia, aqui representada em curvas de nivel. Existem
5 picos com acuricia 0.8659. No canto superior direito da Fig. 25a se encontra
representada a estrutura secunddria da proteina, composta de 4 hélices. (b)
Representagiio da estrutura tercidria da mesma proteina. Note-se que a placa beta aqui
representada ndo satisfaz as condigdes de KABSCH & SANDER (1983). O grafico (a)
foi produzido por rotina em MATLAB num terminal Tektronics 1145, capturado na (cla
de um Macintosh e editado para incluir a estrutura secunddria. A Fig. 25b foi feita a
méo pelo candidato e capturada por um scanner.
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(b)

Figura 26 - Efeito do uso de constanies de decisdo sobre a acurdcia de previsdo de
estrutura secundiria da cadeia pesada do Fragmento Fab da Imunoglobulina (1IMCP,
n.o 40, Tab. 9), uma proteina § (LEVITT & CHOTHIA, 1975). (a} Grifico mostrando
o efeito de diversos valores de Cl e C2 (Egs. 44 ¢ 45) sobre a acuricia, aqui
representada em curvas de nivel. Existem 3 picos com acurdcia 0.7973, no canto
superior esquerdo. No canto superior direito da Fig. 26a se encontra representada a
estrutura secundéria da proteina, composta diversos corddes beta. (b) Representagio da
estrutura {ercidria da mesma proteina. Note que a alfa-hélice aqui representada nio
satisfaz as condigdes de KABSCH & SANDER (1983). O gréfico (a) foi produzido por
rotina em MATLAB num terminal Tektronics 1145, capturado na tela de um Macintosh
e editado para incluir a estrutura secundéria. A Fig. 26b foi feita 2 mio pelo candidato e
capturada por um scanner .
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Figura 27 - Efeito do uso de constantes de decisdo sobre a acuricia de previsio de
estrutura secundaria da Desidrogenase Latica (61.DH, n.o 43, Tab. 9), uma proteina o/p
(LEVITT & CHOTHIA, 1975). (a) Grafico mostrando o efeito de diversos valores de
Cl1 e C2 (Eqgs. 44 ¢ 45) sobre a acurécia, aqui representada em curvas de nivel. Existem
quatro picos com acuricia 0.6149. No canto superior direito da Fig. 27a se encontra
representada a estrutura secunddria da proteina. Existe uma porgiio o/f tipica, onde
elementos o e B se alternam, ¢ uma porgio C-terminal, mais heterogénea. (b)
Representagio da estrutura tercidria da mesma protefna. O grifico (a) foi produzido por
rotina em MATLAB num terminal Tektronics 1145, capturado na tela de um Macintosh
¢ editado para incluir a estrutura secundria. A Fig. 27b foi feita & méo pelo candidato e
caplurada por wm scanner.
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Figura 28 - Efeito do uso de constantes de decisdio sobre a acurdcia na previsio da
estrutura secundéria da Papaina (1PPD, n.o 52, Tab. 9), uma proteina a+f (LEVITT &
CHOTHIA, 1975). (a) Grifico mostrando o efeito de diversos valores de C1 e C2 (Egs.
44 ¢ 45) sobre a acuricia, aqui representada em curvas de nivel. Existem vérios picos
com acurdcia 0.7413, na porgiio inferior do grafico, ao longo do eixo C2. No canto
superior direito da Fig. 28a se encontra representada a estrutura secundéria da proteina.
Existem trés porges distintas com caracteristicas o, ¢ /B (1, 2 e 3 respectivamente).
(b) Representagiio da estrutura tercidria da mesma proteina. O gréfico (a) foi produzido
por rotina em MATLAB num terminal Tektronics 1145, capturado na tela de um
Macintosh e editado para incluir a estrutura secunddria. A Fig. 28b foi feita 3 mao pelo
candidato ¢ capturada por um scanner.
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e coil (Fig. 26). A seleciio de constantes apropriadas resulta na previsdo correta de
79.7% dos residuos. A Fig. 27 traz o resultado obtido para Desidrogenase Ldtica
(6LDH, n.® 43, Tabela 11), que temn estruturas alfa e beta se alternando na sequencia
(canto superior direito da mesma figura). A sele¢fio das constantes afeta pouco o valor
da acurdcia. Na Fig. 28 mostramos o resultado da sele¢iio de constantes de decisiio
para a Papaina (1PPD, n.° 52 na Tabela 9), que ¢ do tipo o+§. Esta proteina tem
elementos alfa e beta, mas, ao contrdrio da Desidrogenase Ldtica (Fig. 27), estes ndo
se distribuem de maneira alternada ao longo da sequéncia. Da mesma forma, a selegéio
das constantes elevou pouco a acurdcia, de 69.8% para 74.1%.

A relagdo entre as constantes de decisdo que resultam na maior acurdcia e a proporgio
de estruturas alfa e beta € complexa. Ela parece depender niio s6 da proporgio o e B,
mas também da sua distnbuigio espacial e da quantidade de estrutura regular. Isto

dificulta seu uso para aumentar a acurdcia preditiva em protefnas novas.

Ainda na tentativa de estudar o efeito da quantidade de cada um dos tipos de estrutura
secunddria no modelo preditivo, foi produzido um grdfico de acurdcia versus
porcentagem de estrutura tipo alfa para todas as 67 cadeias (Fig. 29). Como ji
mostrado, proteinas das classes a e P foram previstas com maior acurdcia que as do
tipo o/ e a+p. Contudo, protefnas o e f sdo em geral pequenas, € desta forma o
maior sucesso com que sio preditas contribui menos que o resultado obtido para
proteinas heterogéneas, em geral maiores. A Figura 30 mostra o nimero cumulativo
de residuos com estrutura corretamente prevista, onde as cadeias foram ordenadas em
ordem decrescente de proporgiio de conteddo alfa. As inclinagbes da curva sio
maiores nas extremidades, mostrando a maior acurdcia com que € prevista a estrutura
secunddria de residuos em proteinas o (lado esquerdo da Fig. 30) ¢ B (lado direito).

O tamanho da sequéncia tem um efeito deletério sobre a acurdcia. Poucas proteinas
"grandes" chegam a atingir 75% de acurdcia, ao contrdrio do que acontece com as
menores. Isto se deve, possivelmente, & estrutura mais complexa (tipo o/ff e a+B),

com miultiplos dominios, das estruturas maiores. Qutra possibilidade é a maior

proporg¢do de residuos sem estrutura (coil) nestas proteinas.

4.5. Analise das Probabilidades do Modelo

Sempre que se testa um modelo € recomenddvel a inspegiio dos "valores residuais” de

seu ajuste aos dados, a fim de buscar pistas que auxiliem a refind-lo. Embora este

80



‘eyunuoo enb ejje ope1ss ou sonpysal ap spepnuenb e ‘sessiosqe sty 9 (ojuawezno 10d epepijea) wistasid 10§
BISPED Bp PLUEPUNOSS BINJNIS © anb woo eiopinoe v sOWa) Sepeuaplo seN 'Seleped L9 sep ewn viuasaidas ojuod
BpE) "RIORINOE ® 21q0s eujeiold pum wo sajuasald jje opeiss ou sonpsal op oediodoid ep vrougnpu] - 67 eang1yg

(o) s@olBy-BYlE 8p BpepPIUEND
00L 06 08 0. 09 05 o 08 02z Ol 0

. ' T r ' y v r 5T 0% %
%3 (=] 73]
o b o &
Q w 90 |
o 0. 0 o
- o a° 00 .u...,aow &
@ 0 O
0 o 0 q
B oo o o 0 o <0/ &7
o
© o ° © co_u oo %
0 @ =
- 00 o ? j08 @
o 2
] m
- {06 &
o ]
)
o2
bt

T ——

81



‘(ey1a41p ®) 4 2 (epronbso v) 0 seujaold ws eopInoe Jolew B Wensow sapdeurjout sefno ‘sonpysal 00T sownn
3 soarowlid SO WO $aIeaul| $90ssaIFal sele) Welod "EJSNP B SOprIuasaIdal Opise vj[e 0pnajuod wnyuau no odnod wod
seuojoid sep sonpjsal so ojuenbua ‘eplonbss g WeNUOOUD 38 BJ[E OPRajuco apueld wod seujaiold sep sonpisal so ‘serapes
S$Ep OBILUSPIO B WOD) "SONPIS3I 3p OANB[NILND OJOWNU O SOWA)} SBSSIOSqR SBN "JiUSWEIdLI0D vsiaald BLPPUNODS LININISS
WO 50NPJsal Op OIWNU O ‘SEPrRUIPIO SeU ‘BNSOW 001RIZ () "(S1U30S3103p OPNAIUOD) B[R OprISa oU sonpisal op oediodoid
B LIOD OpIOdE 9p SBPRUIPIO WRIO] SBIIPED SY BIORINOE B AIGOS BJIE BINJNISY 9P OPNoJUod Op RIUIN[U] - of eandiy]

SONPISay ap CANBINWND OCJBWNN

0ooct 00001 0008 0009 000% 000¢ 0

L
0 P~ w i < 5] o

( &0 LX) 50151A04d SJUSLIEIBLIOD SONPISeH

82



procedimento seja mais adequado a modelos com varidveis continuas, resolvemos
segui-lo, a fim de testar as suposi¢des de nosso modelo categdrico. Foi suposta uma
distribuigdo trinomial para a probabilidade de cada residuo estar em uma das trés
possiveis categonas de estrutura secunddria. Para cada aminodcido um vetor (pg, ph,
pc) determina a probabilidade de estruturas alfa, beta e coil, respeclivamente. Se
agruparmos todos os aminodcidos com probabilidade prevista p, de valor similar, cada
um destes grupos deveria mostrar uma distribui¢io trinomial com as propor¢des
devidas. Esta suposicdo foi testada dividindo os dados em 20 grupos com valores
similares de probabilidade. Podemos ver na Figura 31 que o modelo descreve os
dados adequadamente. Ali, 5% dos residuos tem uma alta (aproximadamente 85%)
probabilidade de estarem em alfa-hélices. Dentro deste grupo, a porcentagem de
residuos realmente em estado alfa € tdo alta ou maior que o previsto. Além disso, a
proporcio de residuos em cada uma das conformag¢bes de estrutura secunddria
praticamente confirma a previsio tedrica (dados nio mostrados para beta e coil).
Assim, quando o modelo prevé 50% de probabilidade alfa, 50% desses residuos tém
esta estrutura. Desvios pequenos, mas sistemdticos, foram observados para alfa e beta.
A proporgdo observada € na verdade maior do que a prevista, de modo que o modelo é
"conservador” ao fazer tais previsoes. Isto se deve a grande quantidade de estados coil

na base de dados (superrepresentagio).

A coincidéncia entre as probabilidades previstas e as propor¢des observadas
possibilitam um cdlculo preciso da confiabilidade das previsdes. Usando o modelo de
verossimiihan¢a multinomial, podemos ndo somente obter a estimativa de mdxima

verossimilhanca de um estado:

§ = argmax{p,, By, P }. (@0
a,b,c
mas também a confiancga:
p= max{pa apbspc} 47
ab.c
e a variincia
p(1-p) (48)

Pensamos inicialmente que a presenga de certos residuos preditos com alta
confiabilidade pudesse ser utilizada. Estes aminodcidos serviriam como "ancoras" ou
pontos de "nucleagdo" para determinar o restante da estrutura secunddria. A presenga
destas regides € demonstrada nas Figs. 31 e 32, e podem ser consideradas tanto uma

consequéncia do modelo trinomial, como do sucesso do modelo em prever boa parte
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da estrutura secunddria. 16% dos residuos do conjunto de dados tem probabilidades
de 85% ou mais. Isto significa, em termos de nivel aceitdvel de acurdcia, que podemos
prever um em cada seis residuos. Além disso, podemos dizer quais sdo os residuos
cujos estados foram preditos com alta probabilidade. Infelizmente, a maioria das
previsOes com alta probabilidade sdo para o estado coil, de forma que este resultado
ndo € muito util para o processo de "nucleagio". Cerca de 63% da 457 hélices na base
de dados contém pelo menos um residuo com probabilidade maior que 0.5 e apenas
uma em cada 20 contém pelo menos uma probabilidade maior que 0.9.

Para ilustrar a qualidade das probabilidades estimadas, e para compard-las com a
estrutura secunddria real, apresentamos a previsio de estrutura para o Citocromo c'
(arquivo 2CCY, cadeia A, n.© 20), que € uma proteina o (LEVITT & CHOTHIA,
1975), ou mais especificamente, um feixe de quatro hélices. Esta protefna contém
75% de seus residuos no estado alfa e teve sua estrutura prevista com 80% de acurdcia
validada por cruzamento, de forma que representa um dos casos extremos da Fig. 29.
Uma versdo grifica da previsio estd representada na Fig. 32. Claramente, a
probabilidade de ocorrerem alfa-hélices (ter¢o superior do grafico) alcanga valores
maximos em quatro regides, que correspondem as quatro hélices reais. Uma quinta
alfa-hélice, curta, na porcio N-terminal da cadeia, ndo foi corretamente prevista. A
probabilidade beta (tragado intermedidrio) foi geralmente pequena, o que € correto e
esperado, uma vez que se trata de uma proteina alfa. A probabilidade do residuo niio
ter qualquer estrutura (coil, tergo inferior do grdfico) ¢ alta justamente nas regides
onde ndo existem nem alfa nem beta, incluindo uma porgiio isolada na posigio 103.
Nesta proteina, € possivel observar como probabilidades elevadas de um tipo de
estrutura secunddria (alfa-hélices) poderiam servir de pontos de nucleagdo, que
ajudariam a determinar o aspecto geral da estrutura secunddria. O ponto de terminagio
de algumas das hélices pode ser inferido por picos na probabilidade coil. Trata-se
porém de caso extremo. A qualidade da previsio de outras cadeias do conjunto de

dados e, principalmente, de proteinas ndo contidas ali merece maior estudo.
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5. Discussao

Embora esperdssemos conseguir um maior sucesso na previsio de estrutura
secunddria a partir da sequéncia, nosso objetivo foi antes metodolégico: utilizar
técnicas modernas de modelagem estocdstica para atacar um problema que, apesar de
antigo e alvo da atencdo de muitos pesquisadores, ainda nio fora abordado desta
forma. Depois de fazé-lo, esperamos ter demonstrado sermos capazes de implementar
modelos preditivos estatfstica e computacionalmente sofisticados. Os conceitos e
métodos aqui utilizados sdo comuns na andlise de sinais e em modelos preditivos em
geral.

Até 1992, modelos logisticos com mdxima verossimilhanga praticamente nio tinham
sido explorados na previsio de estrutura secunddria, embora se tratasse de
procedimento estatistico consagrado (BRYANT & LAWRENCE, 1993). Procuramos
entdo explorar seu poder ¢ conveniéncia. A acurdcia atingida foi compardvel, sendo
superior, aquela obtida por teoria da informag3o (GIBRAT et al., 1987). A capacidade
de medir a confiabilidade das estimativas representou um avango. Como o modelo é
estritamente probabilistico, foi possivel testar a suposi¢des feitas, até certo ponto. A
estrutura secunddria se comportou aproximadamente como um processo probabilistico
trinomial (Fig. 31). Todavia, tal processo ndo é independente ao longo de residuos
adjacentes. O presente modelo ndo lida adequadamente com isto e, provavelmente, a
incorporagao de dependéncia, como série temporal ou cadeia de Markov (HUNTER
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& STATES, 1991), pode melhorar os resuitados. Ambas abordagens podem utilizar
mdxima verossimilhanga, somente o modelo probabilistico mudaria.

O modelo logistico puramente linear € virtualmente idéntico a uma rede neural sem
camada intermedidria (QIAN & SEINOWSKI, 1989) e a abordagem de GARNIER et
al. (1978, GOR) usando "teoria da informagdio”. A incorporagio do componente
quadrdtico enconira correspondéncia na extensio que GIBRAT er al. (1988) deram ao
modelo GOR. Os dados estruturais disponiveis no presente nio permitem considerar
todas interagdes entre pares de aminodcidos de uma regido da cadeia. Nossa inovagdo
foi o uso de técnicas mais rigorosas na formulacio de um modelo probabilistico,
permitindo tanto uma aproximagdo mais geral e menos arbitrdria do modelo
quadrdtico completo (Eq. 19), pela imposigio de restri¢des (bandeamento por blocos,
periodicidade, penalizagiio), quanto uma estimativa confidvel de seus pariimetros.
Outros autores {BIOU er al., 1988; GIBRAT et al., 1987, ZHANG et al., 1992)
incluiram termos de ordem superior em seus modelos. GIBRAT er al. (198%)
consideraram inicialmente todos os pares de interagdes que incluiam o residuo central
de uma janela local (Eq. 2) mas depois se limitaram as informagBes "préprias”,
"direcionais" e "pareadas" (Eqgs. 3 a 6). ZHANG er al. (1992) e BIOU et al. (1988)
consideraram a contribuigido da anfipaticidade. Nossa abordagem foi mais geral, uma
vez que apenas a identidade dos residuos foi utilizada e ndo alguma escala ou indice
de propriedade bioquimica (e.g. hidrofobicidade). As matrizes de parimetros
quadrdticos il e B ndo s6 incluem os trés tipos de "informagao" citados, como podem
representar relagbes mais complexas, inclusive uma generalizagio do conceito de
anfipaticidade (EISENBERG et al., 1986; CORNETTE et al., 1987).

Alta confiabilidade computacional foi obtida mesmo com o grande nimero de
pardmetros estimados. Assim, mesmo com 1370 varidveis, foi possivel calcular as
estimativas com 6 ou 7 iteragtes do algoritmo de minimiza¢io (com tolerincia de
0.0001). Confiabihdade estatistica s6 foi obtida com valores de A maiores que 1000.
Na medida em que mais dados sejam utilizados, o valor 6timo de A poderd diminuir e

a complexidade do modelo poderd aumentar.

A maior vantagem da presente abordagem sobre o uso de redes neurais artificiais é a
interpretabilidade dos parimetros baseada em propriedades fisico-quimicas dos
aminodcidos. Estes padrdes emergiram dos dados independente de conhecimento a
priori incorporado ao modelo. Apenas a identidade e a ordem dos aminodcidos em
cada janela local foi utilizada, embora o conhecimento de bioquimica de proteinas

tenha sido utilizado para melhor formular o modelo (anfipaticidade).
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5.1. Interpretagdo dos Pardmetros Lineares

Os parametros lincares, mostrados nas Figs. 21 ¢ 22, refletem a preferéncia do residuo
J por um estado alfa na posi¢ao i. Quando i=j (coluna central da matriz a, Fig.21) eles
correspondem a "informagdo propria” de GIBRAT et al. (1988, Eq. 4) e, nas demais
colunas, 4 "informagao direcional" (Eq. 3). A Fig. 20 ilustra como interpretar seus
valores. A posigdo vertical das linhas de a foi ordenada de acordo com seu valor

médio.

Na parte inferior da Fig. 21 encontramos o mais simples dos aminodcidos, a glicina
(G), que tem como cadeia lateral apenas um dtomo de hidrogénio. Na auséncia de um
radical lateral maior, a cadeia principal da proteina tem grande liberdade de rotagio
neste ponto, o que sabidamente desfavorece a ocorréncia de estrutura secunddria
(RICHARDSON & RICHARDSON, 1989). Além disso, este amino dcido € o unico a
ter seu Cq simétrico, aumentando o ndmero de conformagdes possiveis. Os outros
aminodcidos sdo sempre levégiros (STRYER, 1981). A Fig.33 mostra os ingulos
diédricos assumidos por glicinas em um conjunto de proteinas solucionadas com alta
resolugdo. Ali podemos observar que conformagdes "invertidas" (¢>0) sdo comuns.
Embora ocorram glicinas em alfa-hélices, este aminodcido representa um ponto fraco
na estrutura helicoidal devido 4 mobilidade da cadeia principal.

A segunda linha de a de baixo para cima corresponde & prolina (P). Ao contrdrio da
glicina este € o mais rigido de todos os aminodcidos, ndo pelo tamanho de sua cadeia
lateral, mas por ter seu Cy dentro de uma estrutura ciclica (Fig. 2, DOOLITTLE,
1985). Isto impede que assuma os &ngulos diédricos tipicos de uma alfa-hélice,
embora apresente valores préximos, como mostra o gréfico de Ramachandran da Fig.
34 (RICHARDSON & RICHARDSON, 1989). Além de restringir a movimentagio da
cadeia principal neste ponto, a presenca fisica do anel e a auséncia do nitrogénio
doador de elétrons, impedem a realizaglio de ponte de hidrogénio com os residuos
precedentes (do lado N-terminal). Assim a prolina desfavorece o estado alfa, exceto
talvez quando ocorre nas primeiras trés posi¢des da hélice, que niio fazem pontes de
hidrog€nio com residuos anteriores, ou nas primeiras posi¢des ap6s a hélice, quando a
interrompe, pelo mesmo motivo (RICHARDSON & RICHARDSON, 1988). Isto
confere uma assimetria & linha, com valores mais negativos do lado C-terminal

(direito) e valores mais neutros do lado N-terminal.
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A asparagina (N) tem uma cadeia lateral longa ¢ ¢ um aminodcido que tende a
desfavorecer alfa hélices devido a interagdes com a cadeia principai, embora néo seja
rara sua ocorréncia neste estado (RICHARDSON & RICHARDSON, 1988). Sua
cadeia lateral € considerada um "pseudopeptideo”, por conter um grupo amina
semelhante ao Cg. Isto faz com que ocorra frequentemente na posiciio imediatamente
precedente ao primeiro elemento de alfa hélices, por permitir que se estabelegam
pontes de hidrogénio com padrdo de alfa hélice entre sua cadeia lateral ¢ o terceiro
residuo da estrutura (RICHARDSON & RICHARDSON, 1989). A linha
correspondente de a apresenta valores ligeiramente negativos no centro e valores
moderamente positivos nas extremidades. Isto era o esperado, exceto pelos
pardmetros do lado N-terminal serem mais favordveis. Uma provével justificativa para
a positividade dos pardmetros do lado N-terminal, é que N frequentemente precede
alfa-hélices, sendo extremamente rara nas primeiras {rés posi¢des desta estrutura, o
que atenuaria a intensidade dos pardmetros do lado C-terminal, jd que se trata de
Janela mdvel. A linha tem o mesmo padrdo desviado para a direita justificado pela
orientacio das cadeias laterais mostrada na Fig. 9c (veja comentirio adiante). O
resultado acompanha os achados de GIBRAT et al. (1987), baseados exclusivamente
na frequéncia. Talvez exista discrepincia no comportamento de N no presente
conjunto de dados e naquele utilizado por RICHARDSON & RICHARDSON (1988).

A serina (S) € semelhante & asparagina (N) no que se refere a estruturas alfa. Também
¢ frequente na primeira posi¢io antes da hélice. Em geral desfavorece esta estrutura,
embora seja ali muitas vezes encontrada, inclusive nas primeiras posi¢des
(RICHARDSON & RICHARDSON, 1988). A linha correspondente em a apresenta
um padrdo coerente. Com valores moderadamente negalivos no centro, & direita ¢

ligeiramente positivos a esquerda.

O dcido aspdrtico (D) difere da asparagina devido a sua carga negativa (STRYER,
1981). Este € um residuo que favorece regides expostas, sem estrutura secunddria
(rurns, ROSE, GIERASCH, SMITH, 1985; COHEN, PRESNELL, COHEN, 1991).
Apesar disto ocorre frequentemente em hélices, em especial na sua por¢io N-terminal
(RICHARDSON & RICHARDSON, 1988). A justificativa por esta preferéncia é
devida a interagado de sua carga com o dipolo dessas estruturas, em geral positivas na
regido N-terminal e negativas na C-terminal, devido a composi¢io dos efeitos dos
dipolos individuais dos residuos (PITITSYN, 1969; HOL, VAN DUIINEN,
BERENDSEN, 1978; PHLUGRATH & QUIOCHO, 1985). Assim a linha
correspondente de a apresenta valores moderamente positivos a esquerda, valores
negativos na por¢io centro-direita e valores neutros na extrema direita.
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A treonina (T), como a senina (S), tem um grupo OH na cadeia lateral e é uma versstil
participante em pontes de hidrogénio (STRYER, 1981). Assim também é frequente
como iniciadora de hélices. Nao € tao avessa ao estado alfa como a serina, nem é rara
nos primeiros residuos como a asparagina (RICHARDSON & RICHARDSON,

1989). Sua linha apresenta valores neutros, um pouco positivos do lado N-terminal.

Arginina(R), lisina (K) e histidina (H), sendo positivas, tendem a ocupar o lado C-
terminal de hélices, devido ao efeito dipolo citado anteriormente (HOL et al., 1985).
A arginina € a mais apolar e a maior entre elas, ndo favarocendo o estado aifa
(DOOLITTLE, 1985). A linha correspondente é a que mostra a menor assimetria. Jd
as linhas da lisina e principaimente da histidina mostram valores marcadamente mais

altos do lado direito.

A cisteina (C) ndo apresenta forte preferéncia por qualquer estrutura secunddria
(RICHARDSON & RICHARDSON, 1989), scu papel marcante € o de estabelecer
pontes dissulfidricas entre por¢des distintas da cadeia (STRYER, 1981). A linha
correspondente de a € ligeiramente positiva, com valores mais altos no centro e ligeira
assimetria, com preferéncia pelo lado C-terminal.

A glutamina (E), a despeito de sua semelhanca estrutural com a arginina, é um
aminodcido sem grandes preferéncias ou aversoes, interagindo bem com quase tudo. E
frequente em hélices, devido a sua cadeia longa e flexivel que se ajusta bem na
superficie exposta dessas estruturas, sem competicio desestabilizante por pontes de
hidrogénio com a cadeia principal (RICHARDSON & RICHARDSON, 1989). A
linha correspondente de a € marcadamente assimétrica, provavelmente pela orientagio
das cadeias laterais (Fig. 9c, comentada adiante).

Tirosina (Y), fenilalanina (F) e triptofano (W) s&o aminodcidos aromdticos apolares
(Fig. 2), que geraimente formam o nidcleo hidrofébico das protefnas globulares
(PRIVALOV, P.L. & GILIL, 1988). Sua aversdo por estruturas expostas faz com que
sejam frequentes nos lados apolares de hélices e faces apolares de placas beta. Devido
ao seu tamanho e apolaridade participam mais de interagBes com as cadeias laterais
que com a cadeia principal (RICHARDSON & RICHARDSON, 1989). A posicao
mais baixa da linha da tirosina provavelmente se deve ao seu cardter menos
hidrofébico (€ capaz de fazer uma ponte de hidrogénio). E a que melhor tolera
exposi¢do a solvente entre os trés, sendo quase indiferente i estar escondida ou
exposta (DOOLITTLE, 1985). A fenilalanina é completamente apolar ¢ tem grande
preferéncia por estruturas regulares. O triptofano também € capaz de uma ponte de

hidrogénio, mas isto tem pouco efeito em seu cardter altamente apolar. Triptofano € o
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segundo amino dcido mais raro e a tirosina, o terceiro (STRYER, 1981), o que pode
comprometer um pouco a significincia dos achados.

Valina (V), isoleucina (1), metionina (M) e leucina (L) sdo aminodcidos aliféticos,
apolares (Fig. 2), que apresentam forte preferéncia por estruturas regulares e sio
frequentemente encontrados no nucleo apolar de proteina globulares (PRIVALOV,
P.L. & GILL, 1988). Seus tamanhos provocam diferentes preferéncias pelas faces
hidrofdbicas de hélices ou de placas. Leucina e metionina sendo maiores, preferem
alfa-hélices, embora sejam frequentes em placas. Valina e isoleucina, menores, tem
suas linhas em posi¢Bes inferiores as dos outros dois. Isto se justifica pelo modo
distinto de empacotamento de cadeias laterais nas faces hidrofébicas destes dois tipos
de estrutura secunddria. Nas hélices € maior a separacio entre as cadeias laterais, e hd
interdigitaciio entre as mesmas na face "escondida" (Fig.9b, em azul), favorecendo
cadeias grandes que preencham todos os espacos, excluindo o solvente
(RICHARDSON & RICHARDSON, 1989). A metionina € 0 amino dcido mais raro.

O dcido glutimico (E) tem preferéncia pelo lado polar das hélices e por outras
estruturas expostas devido a sua carga negativa (Fig. 2). A maior afinidade pela
extremidade N-terminal da hélice, representada pela assimetria de sua linha em a, se
justifica pelo efeito de dipolos jd citado para outros residuos polares (D, H, K e R).

Embora a alanina (A) prefira a conformaciio alfa, sua flexibilidade e falta de
reatividade faz com que nio apresente grande aversdo por nenhum estado, podendo
estar em placas beta e regides expostas. As primeiras preferem residuos maiores, as
ultimas, residuos mais hidrofilicos ou com maior capacidade de participar em pontes.
Na auséncia de mfluéncias ou restrigdes serd encontrada no estado alfa. Polipeptideos
poliprolina formam hélices invariavelmente. Alids, foi o amino &dcido mais
frequentemente encontrado nas posi¢Ges centrais de hélices em estudo feito por
RICHARDSON & RICHARDSON (1988).

Além das justificativas achadas para os casos individuais, a propria disposi¢io das
‘cadeias laterais ao longo de uma alfa hélice (Fig.9c) sugere um motivo para a
assimetria encontrada na maioria das linhas de a. Numa alfa hélice as cadeias laterais
apontam para o lado N-terminal, de forma que os residuos situados depois do residuo
central devem ter maior influéncia sobre seu estado. Foram exce¢oes E, Y, V, T, S, D
e G, explicdveis, na sua maioria: E e D com base no efeito dipolo, S e T por iniciarem
hélices, G por ndo apresentar cadeia lateral. Nao pudemos explicar Y e V, assim como
o fato de N nido ser uma exce¢do como S e T. O efeito dipolo também serve como

justificativa alternativa para a assimetria das linhas de R, K e H.
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Da mesma forma que a, b foi rearranjada em forma matricial (Fig. 22) para
possibilitar a interpretagdo dos parimetros (Fig. 20). A preferéncia pelo estado alfa
ndo implica na aversio pelo estado beta. Dependendo das caracteristicas do amino
dcido pode haver até uma concordincia nesta preferéncia. O padrio encontrado em b
mostra um contraste entre preferéncias por estruturas regulares (alfa e beta) e nio
regulares (coil). Corddes beta sdo em geral curtos, de 4 a 6 aminodcidos e separados
por porgOes expostas (BRANDEN & TOOZE, 1991). As linhas de b mostram um
padrdo correspondente. A excegdo de E e D, aminodcidos grandes e com carga
negativa, todas as outras linhas tem o centro com sinal oposto as extremidades.
Aqueles que favorecem o estado beta, quando ocorrem nas posigbes centrais
(apolares), desfavorecem-no, quando nas extremidades, provavelmente por impedir
que ali ocorra uma regido exposta. Aqueles que desfavorecem o estado beta nas
regides centrais (os polares, G e P), favorecem-no nas extremidades, por que ali
costumam estar expostos, contribuindo para a estabilizacio da placa. As linhas em
que o padriio foi menos nitido ou ausente foram justamente aquelas em que, ao invés
de haver uma oposi¢io entre estrutura regular e ndo regular, havia uma oposicio entre
eXposigao ou ndo a solvente, por se tratar de aminodcidos grandes e polares (Fig. 2),
que preferem estar expostos em hélices ou em turns, mas nio em placas beta (E, D, K
e R; RICHARDSON & RICHARDSON, 1989).

Novamente, prolina (P) e glicina (G) foram bastante desfavordveis & formacio de
estrutura regular, a primeira devido a sua rigidez (Fig. 34), a segunda devido a sua
flexibilidade (Fig. 33). O padrio citado acima ndo foi evidente na linha da prolina, do
lado direito. Jd a glicina favorece fortemete um estado beta para o residuo central

quando estd nas extremidades da janela.

A asparagina (N) desfavorece estruturas beta por ser grande e polar (negativa, Fig. 2).
Como comentado, deixou de apresentar o padrio alternado das outras linhas, exceto
talvez por uns valores positivos na porgao N-terminal. O dcido glutimico (E) também
¢ grande e negativo e foi quase inteiramente neutro. Uma maior aversio ao estado
beta era esperada (RICHARDSON & RICHARDSON, 1989).

Asparagina (N), serina (S) e treonina (T) se comportaram como fazedoras de pontes
de hidrogénio. Este comportamento desestabiliza estruturas regulares e favorece a
exposi¢do dos residuos. S e T apresentaram o padrio alternado citado acima e as
preferéncias pelo estado beta (T>S>N) acompanharam aquelas achadas para alfa (Fig.
21), de acordo com a polaridade desses residuos.

95



Lisina (K) e arginina (R), aminodcidos grandes e positivos (Fig. 2), tiveram uma certa
aversio pelo estado beta, bem menor que a o 4cido aspdrtico (D, grande e negativo) ¢
comparavel a do deido glutimico (E). Ao contrdrio de D e E, mostraram o padriio

alternado citado, até certo ponto.

A histidina (H) teve comportamento intermedidrio, assim como € o seu cardter (Fig.
2). Trata-se de amino dcido aromdtico (cardter apolar), heterociclico (cardter polar).
Como no caso de a (parimetros lineares alfa), acompanhou o comportamento dos
aminodcidos grandes e positivos, mostrando uma certa aversdo pelo estado beta nas
posigdes centrais e favorecendo-o quando nas extremidades, com mais intensidade
que Ke R.

A alanina teve sua linha em b quase que toda neutra, de acordo com sua indiferenga
(RICHARDSON & RICHARDSON, 1989). Nio apresentou padric alternado,
provavelmente porque porgdes expostas requerem aminogdcidos maiores, mais reativos
ou mais polares. Outros aminodcidos que nio seguiram o padrio alternado foram a
glutamina (E) e a cisteina (C), que niio apresentam fortes preferéncias, tendo também
ocupado posi¢des intermedidrias em a e na lista de parimetros de GIBRAT et al.
(1987).

Os aminodcidos grandes e apolares L, [, M e V, assim como os aromdticos F, We Y
(Fig. 2), favoreceram o estado beta quando nas posi¢bes centrais. Uma certa ruptura
do padrdo alternado ocorreu em Y, W e até certo ponto M, justamente os aminodcidos
mais raros (STRYER. 1981). Como citado anteriormente, isoleucina ¢ valina
favorecem as placas beta, dentre as estruturas regulares, devido a serem menores que
L e M, invertendo as posi¢des que suas linhas tiveram em a (Fig. 22). Nas faces
hidrofdbicas de placas beta o empacotamento de cadeias laterais é mais compacto,
favorecendo residuos pequenos, ao contrdrio do que acontece com alfa
(RICHARDSON & RICHARDSON, 1989).

5.2. Interpretacao dos Pardmetros Quadraticos

{ndices de anfipaticidade se correlacionam com a tendéncia de um segmento assumir
a configuracio de alfa hélice ou corddo beta (EISENBERG et al., 1986; CORNETTE
et al., 1987). O modelo quadrdtico explora uma generalizagio deste conceito.
Considerando a periodicidade, ndo de um fndice, mas das interagdes de qualquer par
de aminodcidos ao longo da janela local, o método mede a tendéncia destas interagtes

ocorrerem em um dos "lados" de uma alfa hélice ou de uma placa beta. O modelo
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utiliza portanto uma propriedade genérica, representada pela prépria identidade dos
aminodcidos. Voltemos entdo a Fig.23, onde A teve suas linhas e colunas reordenadas
de forma a agrupar residuos de tamanho e polaridade semelhantes. Nela encontramos
dreas contendo valores com mesmo sinal para a tendéncia de formar alfa hélices. No
canto superior esquerdo, as estimativas relacionadas a interagfio de residuos apolares
sdo geralmente positivas. Isto corresponde a tendéncia dos residuos apolares de se
agruparem de um dos lados de uma hélice anfipdtica (SEGREST et al., 1990). Da
mesma forma, embora menos intensa, interacdes entre residuos polares parecem
reforcar a formagido de hélices quando na periodicidade adequada (elementos
amarclos e vermelhos no canto inferior direito da Fig. 24). Estes pardmetros
interativos podem ser interpretados, até certo ponto, como "propensio a formagéo de
contatos", uma vez que refletem a tendéncia das cadeias laterais se agruparem de um
mesmo lado de alfa hélices e placas betas. Propenstes a formagéo de contatos foram
calculadas para estruturas protéicas por SINGH & THORNTON (1992) ¢ deveriam
ser comparavels aos nossos pardmetros. A Fig. 35b mostra as propensdes citadas
acima, mostrando uma estrutura completamente simétrica, lembrando o padrdo da
Fig. 35a, que nada mais ¢ do que uma versdo da Fig. 23 em branco e preto.
Escolhemos esta representacio monocromdtica para evitar o uso de escalas de cor,
que teriam de ser diferentes para as duas tabelas.

No canto superior esquerdo de ambas figuras podemos observar um bloco
representando as interagdes entre residuos ndo polares (L, I, V, e até certo ponto, F)
favordveis a formacao de alfa hélices. Os valores para metionina (M) sdo geralmente
préximos a zero (Fig. 35b) devido ao efeito da penalizagiio, mais intenso nos
aminodcidos raros. No canto inferior direito duas figuras aparecem nas duas dreas
positivas, correspondentes as interagdes entre residuos carregados positivamente (K e
R) e aqueles carregados negativamente (D e E). Além disso, o valores negativos (K ¢
K, R com R) podem ser atribuidos & repulsio eletrostitica. Areas com valores
negativos nos cantos inferior esquerdo e superior direito, correspondem a contatos
entre aminodcidos polares € ndo polares, pouco frequentes na Fig.35a e desfavordveis
a estruturas alfa na Fig. 35b. Para melhor verificar a similiraridade entre estas
matrizes, a correlagio de Pearson foi calculada, resultando significativa, apesar de
modesta (0.366, P<0.01).
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Apontamos esta semelhanga a fim de argumentar que os pardmetros quadrdticos
positivos correspondem a pares de aminodcidos que tendem a ser vizinhos de um
mesmo lado de alfa-hélices (periodicidade 3.6), fazendo "contato lateral” entre si. E
claro que este tipo de contato deve diferir ligeiramente daquele analisado por SINGH
& THORNTON (1992), que levava em consideragfo todos os tipos de interagio entre
residuos. Dai algumas diferencas entre as duas matrizes. Note-se, por exemplo, a
elevada tendéncia de contato entre cistefnas (C) na Fig. 35a, devida a frequente
ocorréncia de pontes dissulfidricas. Como este tipo de associagio nunca ocorre dentro
de uma alfa-hélice (BRANDEN & TOOZE, 1991), a positividade do pardmetro
quadrdtico correspondente (Fig. 35b) ndo chama tanto a atengfo.

A matriz B com os parimetros beta pdo mostrou padrdo semelhante. Também ndo hd
semelhanga entre ela e a matriz de "propensdo a formagio de contatos". Isto nio é de
todo surpreendente, uma vez que anfipaticidade beta é muito menos frequente do que
a anfipaticidade alfa (KLEIN & DELISI, 1986; CORNETTE et al., 1987). Como
ilustra a Fig. 36, existem placas beta, paralelas e antiparalelas, recobertas por residuos
apolares em ambos os lados (CHOTHIA & JANIN, 1982). Uma outra raziio para a
existéncia em placas beta de segmentos sem a periodicidades esperada € a ocorréncia
de "protuberincias” (beta buldges, Fig. 37), onde a exclusio de um residuo quebra o
padrio de alternincia das cadeias laterais (RICHARDSON, GETZOFF,
RICHARDSON, 1978; Fig. 10). Existem 9 protuberdncias beta no conjunto de dados.
Portanto, nas placas beta, a periodicidade 2.0 ndo implica na proximidade espacial das
cadeias laterais, o que impede que um padrio semelhante ao da Fig. 35a surja na
estrutura da matriz B. Isto ndo significa que os contatos entre os aminodcidos, que
ocupam diferentes lados de placas beta, nio sigam aproximadamente o padrio
descrito por SINGH & THORNTON (1992).

Podena ser sugerido que a jd citada configuracio dos corddes beta (trechos curtos de
4 a 6 aminodcidos apolares separados por porgdes onde a cadeia muda de diregio,
geralmente com aminoidcidos polares e expostos) poderia ser utilizada na forma de
outra periodicidade (aproximadamente 10 residuos) para Wp. Vdrios motivos nos
dissuadiram de tal esforgo: (1) Tal periodicidade dependeria do tamanho dos corddes
beta na protefna. O padrio surgido no vetor de parimetros lineares b reflete a média
encontrada no conjunto de dados, que ndo é generalizdvel para proteinas em geral.
COHEN et al. (1986) jd mostraram que depende do tamanho dos domfnios estruturais
da cadeia protéica. Além disso, a mesma cadeia pode ter placas beta com corddes de
tamanho varidvel (RICHARDSON, 1981). (2) O raciocinio que motivou a utilizagio
da periodicidade baseava-se na manutengio do valor 3.6 ou 2.0 ao longo de cadeia
continua de residuos (EISENBERG, WIL.COX, MCLACHLAN, 1986; CORNETTE
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Figura 36 - Placas beta apolares, portanto sem anfipaticidade. (a) Desenho
representando "barril" beta cercado de hélices (RICHARDSON, 1981). (b) Placa beta
com ambas as faces recobertas por hélices (RICHARDSON, 1981). (¢) Vista superior
da proteina representada na Fig. 36a, mostrando a placa beta totalmente apolar (azul)
e as hélices anfipdticas (face polar em vermelho, face apolar em azul). (d) Vista
superior da proteina representada na Fig. 36b, mostrando a placa apolar e as hélices
anfipdticas. Existem vdrios exemplos de placas apolares em PDB e em nosso cojunto
de dados. Os segmentos que delas participam ndo apresentam periodicidade 2.0 na
distribui¢io dos diferentes aminodcidos. Compare-se com a Fig. 11.
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Figura 37 - Protuberincia beta. Aqui temos representada uma placa beta com quatro
cordoes. As cadeias laterals estdo representadas por tridngulos. Os maiores
representam as cadeias acima do plano da pdgina, os menores, aquelas abaixo. Cada
aminodcido estd representado pelo seu grupo amina (NH), sua cadeia lateral
(tridngulo) e seu grupo carboxila (CO), nesta ordem (veja o aminodcido X, no terceiro
cordao). Trata-se de uma placa antiparalela. No segundo corddo, da esquerda para a
direita, o grupo CO do aminodcido 1 e o grupo NH do aminodcido 2 sdo exclufdos da
rede de pontes de hidrogénio. Isto faz com que duas cadeias laterais consecutivas (1 e
2) ocupem o mesmo lado da placa, quando o normal € que se alternem de um lado e
de outro (Fig. 10). Se a placa for anfipdltica, isto quebrard o padriio de periodicidade
no segundo corddo. Retirado de RICHARDSON & RICHARDSON (1988).
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et al., 1987). As placas beta encontradas na natureza raramente sdo formadas pela
simples alternéncia de cordOes e porgdes expostas. Nio sé a ordem destes corddes
difere, na sequéncia e na placa, como também, costuman ocorrer em por¢des distantes

uma das outras havendo interposi¢do de outros segmentos, de forma a destruir a
periodicidade (BRANDEN & TOOZE, 1991).

A sele¢do de varidveis fol mais uma maneira de reduzir seletivamente o nimero de
pardmetros do modelo. A acurdcia obtida para modelos mais simples tem maior
chance de se estender a novas proteinas. Os parimetros mais significativos (£ > 2)
também foram aqueles mais facilmente interpretdveis com base na biofisica. Quando
usamos os 80 pardmetros quadrdticos mais significativos em cada uma das matrizes A
e B obtivemos uma acurdcia de 65.9%, mais de 3 pontos percentuais acima do melhor
modelo com penalizagio apenas. Curiosamente, 0 modelo com maior verossimilhanga
(menor LVN, Tab. 3, se¢do iv, 120 pardmetros quadrdticos selecionados), ndo foi o de

maior acurdcia (65.5%). Teoricamente, este € o modelo com maior capacidade

preditiva em proteinas ausentes do conjunto de dados.

Embora tivéssemos validado o ajuste dos pardmetros por cruzamento, © mesmo nio
foi feito para o processo de selegdo em si. Acreditamos que este pequeno aumento na
acurdcia também ocorra quando o método for aplicado em novas proteinas. Se
houvesse uma grande diferenca, entre as diversas proteinas, nas interagdes em que se
baseou a seleg¢fio, deveriamos notar uma grande variacdo nas acurdcias individuais

antes e depois da selegdo, o que ndo ocorreu.

A ordenagio dos pardmetros quadrditicos pelo valor de ¢ feita para orientar a selegio,
também foi il na interpretacdo da plausibilidade de seus valores. A maioria dos
pardmetros significativos pode ser interpretada com base na hidrofobicidade e
polaridade dos aminodcidos correspondentes, como mostram as Tabelas 5 a 8. Pares
de mesma natureza (hidrofobicidade semelhante) e de polaridade oposta, tenderam a
favorecer a estrutura secunddria. O contrdrio ocorreu para pares com hidrofobicidade
muito diferente ou cargas do mesmo sinal. Isto mostra que a utilizagdo da
periodicidade permitiu ao modelo detectar "propensdo de contatos” entre residuos
(Fig. 35). Encontramos duas vezes mais pardmetros significativos em A do que em B.
A maior parte dos valores implausiveis ou indiferentes foram encontrados em B. Isto é
mais uma indicagdo que a periodicidade € mais significativa nas alfa hélices, como jd
discutido. Ainda assim a elimina¢do completa do modelo quadritico, ou da
periodicidade da parte beta, assim como o uso de um tnico bloco de parimetros para
alfa e beta, ndo melhoram o desempenho do modelo (dados ndo mostrados).
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Avaliamos a plausibilidade das interagbes baseados exclusivamente na
hidrofobicidade e polandade, 0 que pode nio corresponder a realidade. Na Tabela 6.
podemos ver que somente um par com { >2 foi considerado implausivel, por
representar a interagao de dois aminodcidos polares. De acordo com o raciocinio que
motivou o uso da periodicidade, dois residuos de mesma natureza, do mesmo lado da
alfa-hélice, deveriam favorecer a ocorréncia deste tipo de estrutura. Tratava-se do par
TxT. Além de nio favorecer o estado alfa, a treonina prima por ter uma cadeia lateral
que tenta fazer pontes de hidrogénio com a cadeia principal. Isto desestabiliza
estruturas regulares (RICHARDSON & RICHARDSON, 1989) e poderia ser a razio
para o valor negativo deste pardmetro.

Outros aminodcidos tem seu comportamento influenciado por outros fatores que nao
sua hidrofobicidade. A glicina pnma por sua flexibilidade, apesar de pequena e polar
nao tem cadela lateral para interagir com outos aminodcidos. A prolina é muito rigida
e apesar de pequena e apolar tem praticamente nido tem como interagir com outras
cadeias. Desfavorece estruturas regulares, no sentido de nio poder assumir uma
determinada conformagédo ou nio poder formar pontes de hidrogénio. A alanina
apesar de pequena ¢ polar nio tem grande aversio por residuos polares
(RICHARDSON & RICHARDSON, 1989). No caso destes trés aminodcidos nada foi
incluido nas Tabelas 5 a 8 sobre a plausibilidade dos parimetros associados.

Aminodcidos de polaridade intermedidria, tais como H, Y e W (Fig. 2), foram tratados
da seguinte forma: a histidina foi considerada polar e positiva, embora sua carga
dependa do pH e tenha considerdvel cardter apolar, especialmente quando nio
ionizada (STRYER, 1981). A tirosina e o triptofano foram considerados nio polares.

Na Tabela 5, que mostra os parimetros quadrdticos positivos mais significativos
encontrados em A, apenas trés interacdes (GxA, ExA e PxK) envolvendo aminodcidos
pequenos ficaram sem uma explicagdo razodvel (para £ >2, acima da linha diviséria).
G e A sdo aminodcidos pequenos, e podem favorecer hélices se ocorrerem do lado
hidrofilico da mesma, aumentando a accessibilidade ao solvente. Contudo, ainda que
a alanina ocorra muitas vezes na porgdo exposta de hélices, certamente prefere
ambientes mais hidrofébicos (RICHARDSON & RICHARDSON, 1988),

Entre as implausibilidades encontradas na Tabela 6, das interacbes que deveriam
desfavorecer alfa hélices, encontramos os pares TxT (jd discutido) e SxH. A primeira
j4 foi discutida. Serina e histidina deveriam ocorrer no lado hidrofilico das hélices,
embora a primeira prefira a por¢io N-terminal e a segunda a porgio C-terminal. NxG

nao tem motivo aparente para ser desfavordvel, exceto talvez o fato desses serem 0s
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dois aminodcidos mais {requentemente encontrados na regido Lo do grifico de
Ramachandran (RICHARDSON & RICHARDSON, 1989; Fig. 8) e ambos tem
aversdo pelo estado alfa. Entdo, por que ndo vemos GxN entre os parimetros
significativos ?

Apenas nove elementos positivos de B tiveram ¢ >2. Entre eles, LxE ndo pode se
justificar pela hidrofobicidade. Também nfo encontramos justificativa para a
interag@o favordvel entre CxG, embora ela ndo seja implausivel. J4 entre os elementos
negativos (Tab. 8) achamos 14 significativos. Apenas 5 deles se justificam. Dos
demais 3 foram implausiveis por envolverem residuos de cardter semelhante: KxN,
IxYe IxL. O primeiro par € formado por aminodcidos que desfavorecem a estrutura
beta individualmente. Os dois outros t€m a isoleucina, pequena e apolar, que
individualmente € o amino dcido que mais favorece a estrutura beta, junto com dois
aminodcidos grandes e apolares, também muito frequentes nas faces apolares de
placas (RICHARDSON & RICHARDSON, 1989). A justificativa para sua interacio
desfavordvel talvez seja o maior empacotamento das cadeias laterais hidrofébicas, jd
citado antes, que favorece residuos apolares pequenos em detrimento dos grandes.
Todas as outras 6 interagOes significativas da mesma Tabela 8 envolveram
aminodcidos pequenos A, P e G, o que € curioso uma vez que eles nio tem cadeias

laterais para interagir. Todos eles desfavorecem estruturas beta, em especial G e P.

5.3. Constantes de Decisao

Para completar nossa tentativa de reproduzir o trabalho de GIBRAT et al,, (1987)
usando estatistica convencional, usamos "constantes de decisio” C1 e C2 (Egs. 4 e
45). Seu cdlculo difere bastante de DCqg e DCg (Egs. 7 e 8), pois o modelo jd contava
com os pardmetros aditivos ap e by (Egs. 10 e 11), estimados por MV. Ao refletir a
propor¢do de residuos nos estados alfa e beta existentes no conjunto de treino, estas
constantes (DCy, DCg, C1 e C2) permitem um aumento esptrio da acurdcia. Seu uso
s6 faria sentido se pudéssemos prever esta proporgdao. Uma vez feito isso, poderiamos
usar constantes de decisio apropriadas para prever a estrutura de novas protefnas. O
uso deste artificio também fol capaz de elevar a acurdcia de nosso modelo (67.8%).
Além de selecionar valores para o conjunto de dados como um todo, selecionamos um
par de valores para cada uma das cadeias estudadas, a fim de revelar uma relagio
entre o valor das constantes e o tipo estrutural da cadeia protéica. Embora isso
resultasse numa acurdcia de 72.2%, nao fomos capazes de estabelecer uma relagdo
consistente entre os valores das constantes de decisdo e o tipo estrutural da cadeia.

Portanto, esta acurdcia nao se estende a proteinas fora do conjunto de dados.
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Devemos afirmar que, apesar de espiiria, ¢ essa (67.8%) a acurdcia a ser comparada
com o valor de 63% originalmente publicado por GIBRAT ef al. (1987), que também
utilizou constantes de decisdo. Todavia, nio sabemos qual acurdcia validada seria
atingida com a atualizaciio dos dados.

Talvez ainda melhor seria comparar resultados sem constantes de decisdo. Modelo
logistico quadrdtico restrito por periodicidade, com penalizagio da verossimilhanga,
com selegdo de varidveis, com validagdo cruzada: 65.9%. Modelo de GIBRAT et al.
(1987), usando tecoria da informagiio, varidveis ficticias, com sele¢io de varidveis ¢
validagdo cruzada: 61.8% .

5.4. Perspectivas de Continuidade do Trabalho

O uso de modelos logisticos, com otimizagdo por mdxima verossimilhanga, com
nimero e tipo de parimetros adequados a quantidade de informacido disponivel,
validados por cruzamento, permitiu a obten¢io de resultados ligeiramente mais
acurados que aqueles anteriormente publicados para o mesmo conjunto de dados.
Também nos permite supor que exploramos adequadamente toda a informagdo
estrutural contida em segmentos de até 17 aminodcidos. Nos resta entdo propor novas

abordagens que possam levar a uma acurdcia ainda maior.

A maior limitagdo encontrada foi a quantidade dados disponivel, pequena frente &
complexidade dos modelos que desejadvamos utilizar. A disponibilidade de novas
estruturas protéicas certamente permitird o uso de maior nimero de parimetros,
possibilitando um melhor desempenho. Uma forma inteligente de amplificar os dados
disponiveis for implementada por ROST & SANDER (1993), cujo método detém a
maior capacidade preditiva até o momento. Tal trabalho foi publicado durante a fase
de conclusdo deste. O presente modelo foi extendido de forma a usar o mesmo tipo de
informacao (sequéncias com semelhanga superior a 80%), mantendo nossa abordagem
de modelo logistico quadritico penalizado de mdxima verossimilhanga. Ao contrédrio
do uso de redes neurais, modelos logisticos permitem a interpreta¢do dos pardmetros,
assim como a substitui¢io de procedimentos, tais como o "jiri" (ROST & SANDER,
1992), por técnicas bem estabelecidas de estatistica computacionalmente intensiva.
Além disso, um método moderno de previsio necessita validagdo por cruzamento, que
foi apenas parcialmente realizada por esses autores. Os resultados preliminares

apontam para um desempenho compardvel e niio foram apresentados aqui por terem
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sido obtidos pela colega Valentina di Francesco, que deve ser considerada a autora
principal, apesar de nossa participagio.

Uma segunda forma de melhorar a acurdcia seria levar em conta informagdes contidas
fora da janela local, especialmente aquelas que consideram interagdes a longa
distdncia. Podemos fazer isto prevendo o tipo estrutural da proteina. Muitos métodos
j& surgiram baseados tanto em janelas locais quanto em propor¢do de aminodcidos
(SHERIDAN et al, 1985; DELEAGE & ROUX, 1987). O maior problema destes
métodos é a suposicao de que podemos substituir classe estrutural por contedido
relativo de estrutura secunddria (KLEIN, 1986; KLEIN & DELISI, 1986;
NAKASHIMA, NISHIKAWA & OOI, 1986). Os achados das Tabelas 9 a 12,
também discutidos nas Figs. 25 a 28, apontam para o equivoco de tal abordagem.
Enquanto se espera que as proteinas com predomindncia de alfa hélices ou placas beta
se sujeitemn a tal simplificagdo, o mesmo ndo acontece com proteinas do tipo o/ff e
a+P de LEVITT & CHOTHIA (1975), assim como cadeias com multiplos dominios
(KLEIN, 1986).

Uma explicagio para a auséncia de padrio consistente nos valores de Cl e C2, seriaa
existéncia de diferentes tipos de segmentos dentro de uma mesma cadeia, como
ilustrado nas Figuras 27 ¢ 28. A Fig 28a mostra que uma proteina a+f (LEVITT &
CHOTHIA, 1975) tem elementos a, B e a/f em sua sequéncia (numerados 1,2 e 3 no
canto superior direito). O mesmo pode acontecer com cadeias de cada uma das outras
classes, como demonstra a Fig. 27a, onde uma proteina a/b, tem um segmento C-
terminal onde elementos a € B nio apresentam a alternincia caracteristica. A solugio
estaria em prever a participagdo de cada por¢io de sequéncia na estrutura global da
protefna, usando ndo somente a informagdo sequencial local, como também a
informacio contida na cadeia como um todo (classe estrutural). J4 realizamos grande
estudo de classificacdo das proteinas contidas em PDB, com énfase na identificagio
dos segmentos de sequéncia que participam de diferentes tipos de estrutura, que

pretendemos utilizar para a continuagio deste trabalho.

Uma terceira forma de melhorar o modelo seria através de outros tipos de restrigdes
ao modelo logistico, em especial & sua por¢io quadrdtica. Estas poderiam ser baseadas
na biofisica, tais como preferéncias do comprimento de hélices e corddes, ou em
dados filogenéticos, tais como indicadores de regides conservadas. Um ouiro modelo
quadrdtico para a porgio beta seria desejdvel. A natureza deste tipo de estrutura
secunddria, contudo, implica na interagdo entre pares de aminodcidos de porgGes
muitas vezes distantes na sequéncia, o que exigiria utilizacio de janelas muito grandes

ou miiltiplas e ,consequentemente, modelos mais complexos.
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Obviamente esses trés tipos de abordagem nio sdo exclusivos, devendo ser
combinados.
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6. ConclusoOes

O uso de metodologia estatistica permitiu uma melhora de pouco mais de 3 pontos

percentuais na acurdcia de métodos preditivos de estrutura secunddria de proteinas.

Este resultado representa um avango muito modesto no sentido de prever a estrutura
protéica a partir da sequéncia de aminodcidos. Contudo, o uso de modelos
probabilisticos, onde as densidades marginais foram estimadas com mdxima
verossimilhanga, com validagdo cruzada, onde foi realizada uma sele¢io da melhor
formulag@o, procurando adequar a complexidade & quantidade de dados, nos permite
afirmar que utilizamos toda a informag@o estrutural contida em segmentos de até 17

aminodcidos, na complexidade permitida.

Somente a utilizacdo de informacgdo adicional, contida em novas proteinas que
venham a ter sua estrutura resolvida, em sequéncias homologas ou ainda em porgoes
da sequéncia situadas além da vizinhanga jd explorada, poderd elevar a acurdcia além
dos 65-70 pontos percentuais.

O uso de modelos logfsticos quadrdticos € promissor para prosseguir nas dire¢des

apontadas acima.
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Apéndice 1

Arquivo PDB

Listamos aqui o conteiido do arquivo 1FDX, com dados estruturais sobre a
Ferredoxina (n.© 29, Tabelal), obtido do Protein Data Bank (BERSTEIN er al.,
1977). As linhas tem o formato dos antigos cartdes perfurados IBM. As primeiras sete

letras representam o rétulo, que define o conteddo. As cinco tltimas, o nimero da

linha.

O significados dos rétulos sdo os seguintes:

ATOM:
AUTHOR:

COMPND:

CONECT:
CRYST:
END:
FORMUL.:
HEADER:
HET:
HETATM
JRNL.:
MASTER:
ORIGX:

REMARK:

REVDAT:
SCALE:
SEQRES:
SOURCE:
TER

Linha com as coordenadas do dtomo.

Autores gue resolveram a estrutura.

Nome da Proteina.

[igacdes covalentes entre diferentes dtomos.
Pardmetros cristalogrdficos.

Final do arquivo.

Quantidade e nimero de coordenagio do heterodtomo.
Primeira linha do arquivo, com o titulo.

Informagdes sobre heterodtomo.

Coordenadas de heterodtomo.

Principal referéncia comunicando a solugio da estrutura.
Pardmetros cristalogrdficos.

Pardmetros cristalogrificos.

Comentdrios e adigdes ao arquivo.

Informagbes acrescentadas em revisdes.

Parmetros cristalogrificos.

Sequéncia de aminodcidos.

Organismo de onde foi extraida a proteina.

Término das coordenadas.
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Nas linhas rotuladas com REMARK, se encontram referéncias bibliogrdficas, assim
como a resolugdo com que foi determinada a estrutura € se houve refinamento
energético (linhas G1 a G4).

Nas linhas rotuladas com ATOM temos o ndmero do dtomo, sua identificagdo (e.g.
CA=Carbono alfa), tipo de aminodcido a que pertence, nimero do aminodcido na

sequéncia, coordenadas espaciais X,y e z do dtomo, ¢ por ultimo, dois, coeficientes

cristalograficos.

HEADER  ELECTRON TRANSPORT 01-AUG-76  LFDX 1FDX 3
COMPND  FERREDOXIN 1FDX 4
SOURCE  (PEPTOCOCCUS AEROGENES) 1FDXF 1
AUTHOR  E.T.ADMAN,L.C.SIEKER,L.H.JENSEN 1FDXD 1
REVDAT 9  30-SEP-83 1FDXH 1 REVDAT 1FDXH 1
REVDAT 8 31-DEC-88 1FDXG 1 REMARK 1FDXH 2
REVDAT 7  ©5-MAR-80 1FDXF 1 SOURCE 1FDXH 3
REVDAT 6  23-MAY-78 1FDXE 3 HET  FORMUL HETATM 1FDXH 4
REVDAT 5 ©1-NOV-77 IFDXD 1 AUTHOR JRNL  REMARK FORMUL 1FDXH 5
REVDAT 4  ©9-SEP-77 1FDXC 1 REMARK IFDXH 6
REVOAT 3  13-JUN-77 IFDXB 1 HET 1FDXH 7
REVDAT 2  03-JAN-77 IFDXA 3 ATOM IFDXH 8
REVOAT 1  ©@4-AUG-76 IFDX @ IFDXH 9
JRNL AUTH  E.T.ADMAN,L.C.SIEKER,L.H.JENSEN IFDXD 2
JRNL TITL  STRUCTURE OF PEPTOCOCCUS AEROGENES FERREDOXIN, 1FDXD 3
JIRNL TITL 2 REFINEMENT AT 2 ANGSTROMS RESOLUTION 1FDXD 4
IRNL REF  1.BIOL.CHEM. V. 251 3801 1976 LFOXD S
IRNL REEN  ASTM JBCHA3 US ISSN 0021-9258 @71 1FDXD 6
REMARK 1 IFOXD 7
REMARK 1 REFERENCE 1 1FDXD 8
REMARK 1 AUTH  E.T.ADMAN,L.C.SIEKER,L.H.JENSEN 1FDXD 9
REMARK 1 TITL THE STRUCTURE OF A BACTERIAL FERREDOXIN 1FDXD 18
REMARK 1 REF  J.BIOL.CHEM. V. 248 3987 1973 1FDXD 11
REMARK 1 REFN  ASTM JBCHA3 US ISSN 0021-9258 971 1FDXD 12
REMARK 1 REFERENCE 2 1FOXD 13
REMARK 1 EDIT  R.J.FELDMANN 1FDXD 14
REMARK 1 REF  ATLAS OF MACROMOLECULAR 148 1976 1FOXD 15
REMARK 1 REF 2 STRUCTURE ON MICROFICHE 1FDXD 16
REMARK 1 PUBL  TRACOR JITCO INC.,ROCKVILLE,MD. 1FDXD 17
REMARK 1 REFN ISBN 0-917934-81-6 434 1FDXD 18
REMARK 1 REFEREMCE 3 1FDXD 19
REMARK 1 EDIT  M.0.DAYHOFF 1FDXD 20
REMARK 1 REF  ATLAS OF PROTEIN SEQUENCE V. 5 62 1976 1FDXD 21
REMARK 1 REF 2 AND STRUCTURE,SUPPLEMENT 2 1FDXD 22
REMARK 1 PUBL  NATIONAL BIOMEDICAL RESEARCH FOUNDATION 1FDXD 23
REMARK 1 PUBL 2 SILVER SPRING,MD. 1FDXD 24
REMARK 1 REFN ISBN 9-912466-05-7 435 1FDXD 25
REMARK 2 1FDX 15
REMARK 2 RESOLUTION. 2.0 ANGSTROMS. 1FDXG 1
REMARK 3 1FDX 17
REMARK 3 REFINEMENT, BY DIFFERENCE FOURIER METHOD WITH CONSTRAINTS.  IFDXG 2
REMARK 3 THE COORDINATES HERE ARE IDEALIZED AFTER STEP IV.3, FIG. 1 1FDXGC 3
REMARK 3 OF JRNL CITATION ABOVE. 1FOXG 4
REMARK 4 1FDX 21
REMARK 4 THE IRON AND INORGANIC SULFUR ATOMS OF METAL CLUSTERS I AND IFDX 22
REMARK 4 IT (NOTATION OF REFERENCE 1) ARE GROUPED AS PSEUDO-RESIDUES 1FDX 23
REMARK 4 CL1 AND CLZ RESPECTIVELY. 1FDX 24
REMARK S 1FDX 25
REMARK 5 RESIDUE 23 IS INCLUDED HERE AS ILE ALTHOUGH REPORTED TO BE  1FDX 26
REMARK 5 GLN IN THE CHEMICAL SEQUENCE. SEE JRNL CITATION. 1FDX 27
REMARK 6 1FDXA 1
REMARK 6 CORRECTION. THE SG ATOMS OF CYSTEINES 11, 14, 18, 35, 38,  1FDXA 2
REMARK 6 41, 45 HAD INCORRECT Y AND Z COORDINATES. (WHEN THE VALUE  1FDXA 3
REMARK 6 WAS GREATER THAN 9.999 THE HIGH-ORDER DIGIT WAS LOST.) 1FDXA 4
REMARK 6 03-JAN-77. 1FDXA 5
REMARK 7 1FDXB 1
REMARK 7 CORRECTION. MOVE COMMENT ON HET RECORDS TO PROPER COLUMNS.  1FDXB 2
REMARK 7 13-JUN-77. 1FDXE 3
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REMARK
REMARK
REMARK
REMARK
REMARK
REMARK
REMARK
REMARK
REMARK
REMARK
REMARK
REMARK
REMARK
REMARK
REMARK
REMARK
REMARK
REMARK
SEQRES
SEGQRES
SEQRES
SEQRES
SEQRES
HET
HET
FORMUL
CRYST1
ORIGXI
ORIGXZ
ORIGX3
SCALEL
SCALE2
SCALE3
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM

ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM

8
8 CORRECTION. FIX MASTER RECORD TO SHOW PROPER NUMBER OF
& REMARKS. @2-SEP-77.
9
9 CORRECTION. REFORMAT HEADER INFORMATION TO MEET NEW
9 SPECIFICATIONS.
9 ADD FORMUL RECORDS.
9 @1-NOV-77.
19
1@ CORRECTION. STANDARDIZE NAMING OF HETATMS. 23-MAY-78.
11
11 CORRECTION. STANDARDIZE FORMAT OF SOURCE RECORD.
11 @5-MAR-80.
12
12 CORRECTION. STANDARDIZE FORMAT OF REMARKS 2 AND 3.
12 31-DEC-30.
13
13 CORRECTION, INSERT REVDAT RECORDS. 38-SEP-83.
1 54 ALA TYR VAL ILE ASN ASP SER CYS ILE ALA CYS GLY
2 54 CYS LYS PRO GLU CYS PRO VAL ASN ILE ILE GLN GLY
3 54 ILE TYR ALA ILE ASP ALA ASP SER CYS ILE ASP CYS
4 54 SER CYS ALA SER VAL CYS PRO VAL GLY ALA PRO ASN
5 54  GLU ASP
FES 1 8 FE/5 (INORGANIC) CLUSTER NUMBER 1
FES 2 8 FE/S (INORGANIC) CLUSTER NUMBER 2
2 FES 2(CFE4 S4)
3@.526 37.750 39.370 90.99 90.90 90.00 P 21 21 21
1.000002 0.000000 O.008000 9.000000
0.000000 1.000000 0.000000 9.000000
@.000000 ©.000000 1.000000 0. 000000
.932765 0.000000 0.200000 0.0000a0
9.000000 026490 ©.000000 @, 200000
0.000000 ©.000000 .025400 @.000000
1 N AlLA 1 17.186 -1.593 15.743 1.00 ©.00
2 CA ALA 1 18.608 -1.366 15.701 1.00¢ 0.00
3 C ALA 1 18.313 .930 15.016 1.08 0.00
4 0 ALA 1 17.851 .242 14.264 1.00 0.00
5 (B ALA 1 19.492¢ -2.167 14.803 1.80 0.0¢
6 N TYR 2 19.954 .623 15.287 1.¢0 0.00
7 CA TYR 2 20.387 1.993 14.%95 1.60 0.00
8 ¢ TYR 2 21,181 1.503 13,295 1.e¢ 0.e@
2 0 TYR Z 21.544 L2953 13.268 1.00 .00
19 B TYR 2z 21.392 2.526 15.559 1.00 Q.00
i1 ¢6 TYR 2 20.528 3.360 16.213 1.00 Q.00
12 M TYR 2 19.568 2.828 17.023 1.00 0.00
13 <02 TYR 2 20.74% 4,730 16.055 1.00 ©.00
14 CE1 TYR 2 18.794 3,813 17.63%8 1.00 0.0
15 CEZ TYR 2 19.914 5.538 16.614 1.0@ @.20
16 CZ TYR 2 18.987 5.119 17.382 1.0 9.00
17 OH TYR 2 18.220 6.146 17.902 1.00 0.00
18 N VAL 3 21.300  2.416 12.413 1.00 9.0
19 (A VAL 3 21.935 2.186 11.995 1.ge @.ee
26 € val 3 22.698 3.530 16.799 1.p@ @.00
2y 0 VAL 3 22.975 4,538 10.945 1.08 9.00
22 (B VAL 3 20.964 1.78% 9,972 1.60 0.00
23 CG1 VAL 3 19.951 2.846 9.4% 1.00 0.09
24 (G2 VAL 3 21.721  1.352 8.721 i1.e0 Q.00
5 N ILE 4 23.958 3.315 10.492 1.00 0.00
26 (A ILE 4 24.816 4,428 10,287 1.00 0.00
27 ¢ 1ILE 4 24.694 4.677 8.879 1.00 0.060
28 0 ILE 4 24,923 3.752 8.643 1.00 0.90
28 B ILE 4 26.256  3.979 10.571 1.00 Q.00
38 €61 ILE 4 26.754 4.666 11.856 1.0 ©.00
31 (G2 ILE 4 27.325 4.364 9.571 l1l.¢0 0.0@
32 (D1 ILE 4 27.584 3.813 12.705 l.ee 0.00
33 N ASH S 24,358 5.866 8.433 1.00 0.9
364 OF2 GLU 53 14.351 -1.638 19.988 1.2¢ @.@0
365 N ASP 54 17.342 -.313 10.866 1.00 0.00
366 CA ASP 54 17.964 -.914 9.673 1.¢¢ 0.08
367 € ASP 54 16.868 -.529 8.633 1.0¢ Q.00
368 0 AsSP 54 15.733 .034 3,724 1.006 ©.00
369 (B ASP 54 18.318 -2.325 9.736 1.00 0.0
370 (G ASP 54 18.217 -2.646 11.185 1.00 0.00
371 OD1 ASP 54 19.276 -2.963 11,898 1.00 ©.00
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SER
GLY
PRO

1FDXC
1FDXC
TFDXC
1F¥DXD
1FDXD
1FDXD
1FDXD
1FDXD
1FDXE
1FBXE
1FDXF
1FDXF
1FDXF
1FDXG
1FDXG
1FDXG
1FDXH
1FDXH
1FDX
1FDX
1FDX
1FDX
1FDX
1FDXE
1FDXE
1FDXE
1FDX
1FDX
1FDX
1FBX
1FBX
1FDX
1FOX
1FDX
1FDX
1FDX
1FDX
1FDX
1FDX
1FDX
1FDX
1FDX
1FDX
1FDX
1FDX
1FDX
1FDX
1FDX
1FDX
1FDX
1FDX
1FDX
1FDX
1FDX
1FDX
1FDX
1FDX
1FDX
1FRX
1FDX
1FDX
1FDX
1FDX
1FDX
1FDX
1FDX

1FDX
1FDX
1FDX
1FDX
1FBX
1FBX
1FDX
1FDX

495
406
407
408
469
41@
411
412



ATOM
ATOM
TER
HETATM
HETATM
HETATM
HETATM
HETATM
HETATM
HETATM
HETATM
HETATM
HETATM
HETATM
HETATM
HETATM
HETATM
HETATM
HETATM
CONECT
CONECT
CONECT
CONECY
CONECT
CONECT
CONECT
CONECT
CONECT
CONECT
CONECT
CONECT
CONECT
CONECT
CONECT
CONECT
CONECT
CONECT
CONECT
CONECT
CONECT
CONECT
CONECT
CONECT
MASTER
END

372
373
374
375
376
377
378
379
380
381
382
383
384
385
386
387
388

0DZ ASP
OXT ASP

FE1
FEZ2

AsSP
FES
FES
FES
FES
FES
FES
FES
FES
FES
FES
FES
FES
FES
FES
FES
FES
375
376
377
383
384
385
386
378
379
379
379
386
376
376
377
377
387
387
387
388
384
384
385
335
]

Pod P P P B BN I N e e e e e e

3%0
380
381
381
377
378
378
378
ass
383
389
339
385
336
386
386
2

381
382
382
382

17.134
16.742

38.535
31.762
3¢.328
29.104
32.144
30.715
28.710
30.270
25.417
23.930
23.394
24.129
23.821
24,999
25.091
22,902

-2

—
O~ E N0 NO N

.69¢
.63e

886
524
.3e8
577
L 244
272
.561
.336
.955
.627
.329
.929
.049
. 167
. 307
677

@
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14.228
13,205
13.138
11.819
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15.260
20,244
19,142
21.268
18.791
28.972
18.@20
28.791
16.520
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=
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1FDX 413
1FDX 414
1FDX 415

1FDXE
1FDXE
1FDXE
1FDXE
1FDXE
1FDXE
1FDXE
1FDXE
1FDXE
1FDXE
1FDXE
1FDXE
1FDXE
1+DXE
1FOXE
1FDXE
1FDX
1FDX
1FDX
1FDX
1FDX
1FDX
1FDX
1FDX
1FDX
1FDX
1FDX
1FDX
1FDX
1FDX
1FDX
1FDX
1FDX
1FDX
1FDX
1FDX
1FDX
1FDX
1FDX
1FDX
1FDXH
1FDX

455
12
457



Apéndice 2

Programa Gerador do Conjunto de Dados

Listamos a seguir GENPTR.F, programa escrito em FORTRAN para criar arquivos
como os das Figs. 12 e 13, a partir de arquivos PDB e DSSP.

CZ234567890123456789012345678901234567890123456789912345678901 23456789012

C GENPTR.F

C Creates a .sif file (.siq + fourier-omphipathicity index)

C Version 3.1

¢ Modified to deal with pseudo-multiple conformers. i.e.

C residues with duplicated numbers dus to numbering scheme

C based on a different protein

C Modified to be able to extract chains and residues (NpdbC###s-#iii)
C Modified to deal with igpl seleninic acid

C Uses a .fil list of proteins, chains, ond segments

C Raul Neder Porreili

C Bethesda, May 22, 1992

CHARACTER*14 F
CHARACTER*22 G,H
INTEGER P

WRITE (*,*) "File name:'
READ (*,"(A28)') 6

OPEN (7, FILE = G)
P=INDEX{G,"'.")
H=G(:P)}// ptr®

OPEN (2, FILE = #)

5 READ (7,7(CAM4}') F

WRITE (*,"(Al4D'D F

IF (F(:3).NE.'END') THEN
CALL oF (F)
GOTO 5

END IF

CLOSE (7D

WRITE (2,'CA33') 'END’
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CLOSE (2D

£ND

SHUBROUTINE GF(F)

CHARACTER*4 RN,FI,SI,OM,X,Y,Z,N,LN
CHARACTER*3 RA,TRI,KRI

CHARACTER*Z0

CHARACTER*28 L

CHARACTER*33 AS

CHARACTER*36 AU

CHARACTER*69 AT

CHARACTER*23 0

CHARACTER*1 RO,LO,S,K,AA,ST,CT,GAR,GR,CH,C0,S5,CC,KH,LC,LD
CHARACTER*131 D

CHARACTER*17 tist

CHARACTER*17 SEQ,S0,LS

CHARACTER*14 F

INTEGER LI,NR,PHI,PSI,OMG,KC,CB,NC,ND,K4,K5,86,ED,K6
DIMENSION X{2008),Y(2000),7(2000),N(2000),K(2000),AA(2000),GAR(Z000)

DIMENSION SQCZ@00),C0(2000),CB(20),55(2800),C(20080) ,PHI(2000)
DIMENSION PSI(Z000),0MG(2000)

K4=0
K58
K6=0
IF CECS:5).NE.' ') THEN
KH=F(5:5)
K4=1

END TF

IF (F(10:18).EQ. -") THEN
WRITECXCLD, "(A4)') F(6:9)
WRITEQY(L), *(AdD™) F(11:14)
READ (X(1), (143"} BG
READ CY(1D,"(I4)') ED
Ko=1

END IF

G="opo/ " //F(24)//" .ppo’

OPEN (1, FILE = 6)

G="dssp/"//F(:4)// " "dssp.dat’
OPEN {3, FILE = G

AS=" ALAASXCYSASPGLUPHEGLYHISILELYSLEU®
AlU="METASNPROGLNARGSERTHRVALTRPUNKTYRGLX"
AT=AS//Al

O="ABCDEFGHIKLMNPQRSTVWUYZ®
SEQ="UUbuuuuY"

DO 18, I=1, 3
READ (1, '(A28)') L
CONTINUE
tist=" "
DO 11 WHILE (tist .NE. " # RESIDUE AA S°)
READ (3,"CA131)* > b
tist = 0(:17)

CONTINUE
Ki=@
GG=0
K{=0@
NC=0
1-1
DO 35@, W=1, 10000

READ (1,100@) RA,CH,RN,FI,ST,OM

IF (I.EQ.1) LC=CH

IF (CK4.NE.@).AND.C(K5.EQ.@).AND.(CH.NE.KH)D) GOTO 35@

IF CCRA.EQ.TEND'D.OR.((K5.EQ.1).AND. (CH.NE.KH)D) THEN

LI=1-1
GOTO 700

END IF

IF ((K4.EQ.1).AND.(CH.EQ.KH)D K5=1

IF (KC.NE.@) K(=K(+1

IF (CH.NE.LC) THEN
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SEQ="UUULIUUY"

K{=1
NC=NC+1
CB(NC)=I-1
ND=1

END IF

LC=CH

D0 15, F=1, 23
IF (RA.EQ.ATC(I-1)%341:3*3)) THEM

RO=0¢1:1)
GOTO 17
END TF

CONTINUE

RO="X"

IF CCRN .EQ. ' @').0R.

CCRN.EQ.LND.AND.CFI.EQ. " 999'))) THEN
GOTO 310
END IF

IF (KC.EQ.8) THEM
IF (I.LE.9) THEN
SEQ(E+I:8+1)=RO

ELSE
SEQ=SEQ(2:17)//R0
END IF
ELSE
IF (KC.LE.9) THEN
SEQ(8+KC: 8+KC)=RO
ELSE
SEQ=SEQ(2:17)//RO
END IF
END IF

IF (CT.GT.8).AND.(KC.EQ.B)) SQ(I-8)=SEQ
IF (CKC.NE.@).AND.(I.GT.CBCNC)+8)) SQ(I-8)=SEQ
IF (KO.EG. 'X') THEN

IF (I.EQ.1) THEN

GOTO 310
ELSE
G XY
GOTO 3@
END IF
END IF
SKe

o=
IF (5K .NE. 1D READ (3, '(A131)") D
DD=VIXEN(D(7:10))+6
KN=VIXENCRN)
LD=D(:5)
IF (CD{BD:1@).GT. RNCNN: D). AND. CRNCNN: ). NE. *1% ). AND
.((K4.EQ.2).0R. ((K4.EQ. 1).AND. (D(12:12).EQ.KH)))) THEN
G o 'H?
SK=1
GOTO %0
END IF
IF C(DCOD:18) .NE.RNCNN:)).OR. ((K4.EQ.1).AND.
@C1Z:12) .NE.KH)))  GOTO 7@
S= B(17:17)
SK=0
WRITE (NCID,'CA4D™) RN
AACI) = RO
K(I) = &
COCT)=CH
WRITE (X(ID, (A4)") FI
WRITE CY(I),'(A4)") ST
WRITE €ZCID),"(A4)™) OM
IF (CS.NE.TG").AND.(S.NE."H").AND.(S.NE."E"D.AND. (S.NE. "*')) THEN
S='C"
6G=0
K1-0
GOTO 300
END IF
IF (S.EQ.'G') THEN
IF (K1.EQ.1) THEN
S='h?
GOTD 300
END IF
IF (66.EQ.3) GOTO 400
IF (6G.LT.3) THEN
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66=6G+1
SenCn
K1=0
END IF
GOTO 300
END IF
IF (5.EQ."H') THEN
IF (6G.GT.@) GOTO 500
220 Ki=1
660

END TF
300 GARCID=S
305 T=I+1
318 LN=RN

10RO
350 CONTINUE

GOTO 708
408 DO 419, 1=I-GG, I-1

GARCI)="H"

£16 CONTINUE

SuTH

Ki=1

6G=0

GOTO 300
5¢@ DO 510, J=I-GG, I-1

GARCI)="H"

518 CONTINUE

GOTO 220

700 CLOSE (1)
CLOSE (3)
K5=0
DO 800,I-1, LI
READ (NCID,'(I4)') NR
RO = AACDD)
S = KD
CH=COCT)
READ (XCID,'(I4)") PHICID
READ (YCID,'(I4)°) PSICID
READ CZCID,'(I4)") OMGCID
GR=GAR(LD
SEQ=SQ(I>
IF ((K4.NE.D).AND.(K5.EQ.0).AND. (CH.NE.KH)) GOTO 500
IFC(K5.EQ.13.AND. CCH.NE.KH)) GOTD 810
IF C(CK4.EQ.1).AND.CCH.EQ.KH)) K5=1
IF (CPHICI).EQ.999).0R.(PSI(ID.EQ.999)) THEN
ST='#*
(T="*"
GOTO 790
END IF
IF C(CPHICI).GE.@).AND, (PHI(I).LE.160)) THEN
IF ((PSICI).GT.-90).AND.(PSICI).LT.118)) THEN

$T="a"
ELSE
5T="e'
END IF
ELSE
IF ((PSI{I).GT.-12@),AND. (PSI(I).LT.40)) THEN
ST="A*
ELSE
ST="E'
END IF
END TIF
IF (COMGCI).GT.-98) . AND. (OMG(T).L7.9@)) THEN
="¢c’
ELSE
(T="t?
END IF

790 IF (I.GT.LI-8) SEQ=LS(2:17)//'U"
IF (KC.NE.0) THEN
IF (ND.LE.NC) THEN
IF ((I.GT.CB(ND)-9).AND.(I.LT.CBQNDDDD SEQ=LSQ2:17)//'¥°
END IF
END IF
IF (I.EQ.CBCNDDD NO=ND+1
15=5EQ
SQUI)=SEQ
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$SCI)=ST
CCCId=CT
28@ CONTINUE
818 IF (KC.NE.@) ND=1
K5=0
Do 909, I=1,LI
READ CNCID, (I4)") MR
RO = AACT)
S = KD
CH=COCT)
GR=GARCI)
SEQ=3Q(1)
ST=55(I)
CT=CECT)
IF CCK4.NE.@).AND.(KS.EQ.@).AND. (CH.NE.KHD) GOTO 900
IFCCKS.EQ.1).AND. CCH.NE.KH)) GOTO 91e
IF C(K4.EQ.1).AND.(CH.EQ.KH)) K5=1
IF C(K6.NE.B).AND. (NR.LT.BG)D GOTO 900
IF ((K6.EQ.1).AND.(NR.GT.ED)) GOTO 910
IF CI.EQ.CBCND)+1) ND=ND+1
897 WRITE (2,130@) F(:4),CH,NR,TI,PHICT),PSICI),OMGCI),ST,CT,SEQ,S,6R
908 CONTINUE
910 K6=K6
1000 FORMAT (1X,A3,1X,A1,1X,A4,3X,A4,1X,A4,1X,A4)
1188 FORMAT C° *,A4,° *,AL,* *,A1,3(" *,Ad))
1308 FORMAT CA4,' ' A1,5(' ',I4),2C" ',AL)," ',A17,2(" ',A1D
END

FUNCTION VIXEN(char)

CHARACTER*4 char

INTEGER I

D0 3ea, I=1, LEN(char)

IF (ICHARCchar(I:ID) .NE. 32) GOTO 310

300 CONTINUE

VIXEN = LEN(char)

RETURN
319 VIXEN = I

END
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Apéndice 3

Rotina MATLARB para Ajuste do Modelo com
Penalizacao

Listamos a seguir a rotina jelicle.m, escrita em MATLAB. Ela executa o ajuste do
modelo quadrdtico, usando um fator A=1000 para a penalizagioc da mdxima
verossimilhanca. As por¢des que foram posteriormente implementadas em
FORTRAN (programa BOSS), para agilizar o processo de validagdo cruzada, estio
em negrito.

disp{'beginning Jelicle’)
¥

% Raul Porrelli & Peter Munson
% Bethesda, MD, February 12, 1992.

flops(0);

load garnier.ptr
1garnier=length{garnier)

format compact
alpha=(garnier(:,31)==1);
beta={garnier(:,31)==2);

% Prepare T
ind3=[1 21234567 89 10 11 127 13 14 15 16 17 21 18 19 20 211";
clear T

flattaiis=0

pEE e ESECSERS T LS
KT HHE XK T
anyinteractions=1
kincr=9
HHRHEIHEHATHHHHEH
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% if kincr=0, all pairwise interaction
% with every possible increment, else
% kincr defines increment

% in interaction pairs

% This creates g 17x17 matrix for ¢ quadratic form A
% sensitive to period 3.6 signals

EES SRS SE R e SRS $
11=s5in({@:16)*2*pi/3.6)
12=cos({@:16)*2*pi/3.6)

N={11;12];

Al=11"*11;
Al=AT(1:kmax-kmin+l,1l:kmax-kmin+1);
11=5in((B:16)*2*pi/2.0)
12=cos({@:16)*2*pi/2.2)

11={11;123;

AZ=11"*11;
A2=AZ(1:kmax-kmin+l,l:kmax-kmin+1);

T=zeros(lgarnier,kmax-kmin+1);

for k=kmin:kmax

T, k-kmineD=ind3{garnier(:, 214k));
end

dado=(T(:, :)==21);
‘dada done'
duda=dada';

‘duda done'
deda=sum(duda);
'deda done’
dind=deda’;

'dind done’
didi=(dind~=8);

T(didi, : 3=[};
clear goarnier

fl=alpha;
f1{didid={];
f2=beta;
fe{didi)=[1;
length(f1)

disp(*The number of residues with alpha=1 is ")
disp(sum(F1))
disp(’The number of residues with beta=1 is ")
dispCsum(f2))

‘366036 5696 B K 366 96 5 T ST 6 5 T H 6 K06 S 06 T T K I HHH KK

A program to calculate the MLE for a logistic linear

model for any number of independent vars

Optimized for Matlab 1-13-92

Modified to reduce number of params from 341 to 181 1-29.92

T is a table with

ncases by nvar

using consequtive integers 1, 2, 3, ..., nlevs(i)

for levels of variable(i)

f is a vector of length ncases, giving success (0 or 1)
X is the implicit "design” matrix

ncases by npar-nvar,

nparmain = l+sum(levels in each main effect variable)
nvarmain = number of nominal main effect variables

No provision is made for weights(frequencies) of each case
ST 96,3 56 366 6156 56 LR K 6 K 6 6 K 0 I AT T 6 KK K KIH A KM KX

RN RRERIVRRERRRRRRR

[ncases ,nvarmain]=size(T)

nlevs=max(T)

nparmain=1l+sum{nlevs)
cnlevs=tril(ones(nvarmain, nvarmain},-1)*nlevs”;
Toffset=14+cnlevs';

nvar=nvarmein;

npar=nparmain;

wwl={];%vector of weights for interactions
wwz=[1;

if anyinteractions
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kincr is the increment between interaction vars
Define k1, k2 to ke two variobles involved in interaction, if any
modify T, Theta, assuming columns ki1,k2 are the interaction
Set up code table for recoding interactions as o means of
incorporating constraints
Works only if nlevs==2@
if any(nlevs~=20)
disp("some variables do not have 28 levels, o problem')
pause
end
codeT=zeros{nlevs(1));
kk=0;
for ii=1:20
for jj=ii:Ze
kk=kk+1;
codeT(ii,ijd=kk;
codeT(j},110=kk;

R R R R R R

end
end

¥¥%begin looping over all increments

if kincr==@ ¥%this signals use of all increments
kincrmin=1;
kincrmax=Ckmax-kmin);
else
kincrmin=kincr;
kincrmax=kincr;
end

for kincril=kincrmin:kincrmax

kincrl
for ki=l:nvarmain-kincrl
k2=kl+kinerl;
% extend the T array

Toffset={Toffset Toffset(nvarmain)+nlevs(nvarmain)];
T ynvar+D=nlevs(k23* (T k1)~ 10+T(: k23
nvar=nvar+l;

wwl=[wwl A1Ck1,k2)]; % Pick out appropriate weighting from
wwl2={ww2 A2(k1l,k2D]; % Matrix of quadratic form A
end
end ¥¥%¥ of kincrl loop
if kincr~=0
wwl=ones(l,nver-nvarmain);¥% use weight of 1.8 if oniy one kincr is used
wwZ=wwl;
end

wwwli=[ones(l,nvarmain) wwl]
wwwZ=[ones(l,nvarmain) ww2]
nvar

nti=nlevs(kl);
nt2=nlevs(kZ);
npar=nparmainentl*nl2

Thetafull=[Thetafull; zeros(nlli*nl2z,1)];
Theta=[Theta; zeros({nll-1>*(nl2-1),1)3;
end
npairs=nvar-nvarmain

% initial estimote for Intercept only

pbarl=sum(f1}/ncases;
Mudl=1log(pbarl/(1-pbarl))

Thetal=[Mudl; zeros(nparmain-nvarmain-1,1)];
XThetal=-Mu@l*ones{ncases,1};
pbarz=sum{f2)/ncases;
Mud2=1log(pbar2/(1-pbarz))

ThetaZ=[Mu82; zeros{nparmain-nvarmain-1,1)1;
Theta=[Thetal ; Theta2];
XThetaZ=Mu@Z*ones(ncases, 1);

inl=-inf;

%%% first time
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ApwXl=zeros(npar,npar);
Xpfmpl=zeros(npar,1);
ApwX2=zeros{npar,npar);
XpfmpZ=zerosCnpar,1);
Q12=zeros(npar,npar);

zl=exp(XThetal);
z2=exp{XTheta?);
pl=z1./(1+21+z2);
p2=z2./ (l+z1+22);
wll=pl.*(1-pl);
w22=p2.*(1-p2);
wiZ=-pl.*p2;

oldinl=1nL;
Inl=F1"*XThetal+f2' *XTheta2-sumClog(l+z1+22))

T2aoffset=nl1*ni2*(@: npairs-1);
T51lj=zeros(ncases,npairs);
T52j=zeros{ncases,npairs);
ndistinctpairs=zeros(ncases,1);\

disp('beginning pass thru data')
ttime=clock;

for j=Il:ncases
T2=[1 T(j,:)+Toffset];
T2a=TC(j,nvarmain+l:nvar);
T3=zeros{npar,1);
T3(T2)=cones(l+nvar,1);%sets only distinct elements = 1.
T3a=T3(nparmain+l:npar);
ndistinctpairs(j)=sum(T3a);
T4l=zeros(npar-nparmain,npairs);
T42=zeros{npar-nparmain,npairs);
T41(T2a+TZaoffsetI=wwl;
T42(T2a+T2ao0ffset)=wwZ;
T51j(j,l:ndistinctpairs(i))=sum(T41(F3a,:)"');
T52jCi,l:ndistinctpairs(j))=sum(T42(T3a,:)");
TS1=[ones(l,l+nvarmain) T51j(j,l:ndistinctpairs(j))];
T52=[ones(l,l+nvarmain) T52j(j,l:ndistinctpairs(jd)];

% sum only over the nonzero columns of T4"
XpwX1(T3,T3)=XpwX1{T3,T3d+wl1(jI*T51"*T51;
Xpfmpl(T3)=XpFmpl(T33+T51 " *(F1(F)-p1CidD;
XpwX2(T3,T3)=XpwX2(T3,T3)+w22(jI*TS2"*752;
XpFmp2(T3)=Xpfmp2(T3I)+TS2 " *(F2(j)-p2(id));
Q12(T3,T3)=Q12(T3,73)+wl2(j)*T51"*T52;

end

disp(etime(clock,ttime))
disp('finished pass thru data')

% Now check for zero cols of XpwX1

emptycol=C(sum(XpwXi~=0)==0);

if sum{emptycol)>0
"there are empty cols in XpwX'
sum{emptycol)

end

¥ constraints
% Projection matrix P which enforces constraints on
% sum(Thetal=zero for each main effect variable

P=eye(nparmain);
for i=l:nvarmain
P(Toffset(id+nlevs(i), Toffset(i)+(1:nlevs(i)))=-ones(l,nlevs(id);
end
P(:,nlevs+Toffset{l:nvarmain))=[};
ninter=8;

if anyinteractions

% Define k1, kZ to be two variables involved in interaction, if any
Pl=eye(nl1i*nl2);
offsetl=nl2*(@: (n11-1));
for i=1:nl1
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Pl offsetl(id+nl2,offset1(i)+(1:n12))=-ones(1,nl2;
end
for i=1:(nl1l-1)

% set last row to negative of last block
P1(offsetl{nl1)+(1:nl2), of Fsetl(id+(1:nl2))=...
~Pl{offset1(nll)+{1:nl12),of fFseti(nlD+(1:n12));

end

% delete unneeded columns

dindw=zeros{l,nil*nl2);
dlist={n12*(1:nl1-1) (nl1-1D*nl2+(1:n12)];
dind(dlistl=ones(length(dlist),1);

% we don’t expect any empty cols of X'wX in first nparmain elts

emptycol(l:nparmaind=[];
if length(dind)~=length{emptycol)
‘there is an error in emptycol’
pause
end
% Now check if emptycol matches dind
if any(emptycol+dind>1)
'you are trying to delete a column of Pl twicet’
pause
end
dind=dindiemptycol;
P1(:,dind)=[];
{nrowsP1l,ninter]=size(P1)
¥ finally, modify P
P=[{P zeros(nparmain,ninter)]; [zeros(nrowsPi,nparmain-nvarmain) P11];
end

QP=P;

clear P

nparams=npdrmein-nvarmain+ninter

% New code for penalization

D=digg({zeros(nparmain,1); ones(nrowsP1,1)]);
QPpDQP=QP* *D*QP;
QPpDQP=[QPpDQP zeros(QPpDGP); zeros(QPpDQP) QPpDQP];

Theta={Thetal(1l); zeros(nperams-1,1);Theta2({1l); zeros(nparams-1,10};
lambdao=1000 % smoothing parameter

for i=1:7

% patch up for constraints

% QP is projection matrix
disp('begin ltinear algebra’)
ttime=clock;
XpwX1=QP "' *XpwX1*QP;
Xpfmupl=QP'*Xpfmpl;
XpwX2=0P  *XpwX2*QP;
XpfmpZ2=QP'*Xpfmp2;
Q12=QP"*Q12*(QP;
Zpwi=[XpwXl Q12; Q12" XpwX2]l;
Zpfmp=[Xpfupl; Xpfwmp2];

% Here is the heart of the updoting procedure
Theta=Theta+(ZpwZ+lambda*QPpBQP)\(ZpFmp-lambda*QPpbBQP*Theta);

Thetafulll=QP*Theta(i:length(Theta)/2);
ThetafullZ2=QP*Theta(length(Theta)/2+1:length(Theta));
disp{'end of linear algebra’)
disp(etime(ttime,clock))

Need to form XpwX, Xpfmp,XTheta

First for larger version of XpwX, Xpfmp
Then project to smaller using P

which implies constraints on Thetafull
XpwXl=zeros(npar,npar);
Xpfmpl=zeros(npar,1);
XpwX2=zeros(npar,npar);
Xpfmp2=zeros(npar,1);
Ql2=zeros(npar,npar);
XThetal=zeros(ncases,1);
XThetal(:)=Thetafulll{i)*ones(ncases,1);
XThetal2=zeros{ncases,1);
XTheta2(:)=Thetafull2(1)*ones(ncases,1);

R R MR
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for k=1:nvar
XX Note presence of www, a weight giving the fixed influence
XXX of each parumeter, esp. in the interactions.
XThetal(:)=XThetal(:)+wwwl(k}*Thetafulll1(T(:,k)+Toffset(k));
dXThetEZC:)=XTheta2(:)+www2(k)‘Theta¥u112(T(:,k)+TOFFset(k));
en

zl=exp(XThetald;
z2=exp{XTheta2);
pl=z1./(l+z1+z2);
pZ=22./(1l+z1+22);

wll=p1l.*{1-pl);
w22=p2.*(1-p2);
wlZ=-pl.*p2;
oldinlL=1Int;
InL=F1'*XThetal+f2"'*XTheta?-sum(log{i+z1+z2))
if abs(inlL/0ldlnl-1)<le-~5
break % Break out of toop if converged
end

TZ2aocffset=nll1*nl2*(@:npairs-1);
disp('beginning pass thru data')
ttime=clock;
for j=l:ncases
T2=[1 T(j,:)+Toffset];
T2e=T(j,nvarmain+l:nvar);
T3=zeros(npar,1);
T3(T2)=ones(l+nvar,1);%¥ sets only distinct elements = 1.
* we remaoved redundant code 4-12-92
T51=[cnes(l,l+nvarmain) TS51j(j,l:ndistinctpairs(jdd];
T52=[ones(l,l+nvarmain) T52j(j,1:ndistinctpeirs(id)];
% sum only over the nonzero columns of T4
XpwX1(T3,73)=XpwX1(T3,T3)+wll(jI*T517*T51;
Xpfmpl(T3)=Xpfampl(T¥3)+TSL " *(F1(ID-p1C3dD;
XpwX2(T3,T3)=XpwX2(T3,T3)+W22(jI*T52"*T52;
XpFfmp2(T3)=Xpfmp2(T3)+T52"'*(F2(jd)-p2(i));
Q12(T3,T3)=Q12(T3,T3)+wl2(FI*T517*T52;
end
disp(etime(clock,ttime))
disp( ' finished pass thru dota')
end

Mufinall=Thetafulli{l)
Mufinal2=Thetafull2(1)

% Here is some graphical output to interpret
¥ the quality of the model

percencorr=zeros(21,21);
for i=0:20
cl=i/29;
for j=0:20-1
c2=3/2@;
d1Z2=(c2*pLl-cl*p2);
d13=((1-ci~c2)*pl>c1*(1-pl-p2));
d23=((1-cl-c2)*p2>c2.*{1-pl-p2));
classi=d128d13;
class2=~d128d23;
class3=(l-classl-class2);
percencorr(i+l, j+1)=sum(fl.*closs1+f2Z.*class2+(1-f1-f2).*class3)/(ncases);
end
end

contour(Flipud(percencorr),0:.02:1,0: .05:1,6:.05:1)
title("Quality of prediction versus cutoff value')
yigbel('beta cutoff')
xtabel(‘alpha cutoff')

maxpercencor=max(max(percencorr))
text(.33, .33, num2str{maxpercencor))
flops

save ThlsymlD@@0@.m Thetafulll /ascii
save ThZsyml@0008.m Thetafull? /ascii
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Apéndice 4

Rotinas para Valida¢do Cruzada

Listamos a seguir as rotinas crosslog.m, grone.m e gruna.m, escritas em MATLAB,
assim como BOSS.F, SERPEF, SERPESUB.F e¢ POLLOEST.F, escritas em
FORTRAN, usadas para o processo de validagio cruzada descrito na Fig. 17.

crosslog.m

Controla o processo de validagio cruzada, retirando uma cadeia e estimando os

pardmetros com os demais dados.

disp{'beginning crosslog’)

% updated Feb 7, 1992 to handle pooled pairwise interaction terms
% updated Feb 20 to MLEcat3 to handle three states

% updated Aug 27, 1992 to pass parameters to fortran

¥ updated Aug 31, 1992 to make (cici)lina take one out

load garnier.ptr
lgarnier=1length(garnier)
1ALLNEW=1garnier;

load myresl.4real100@
load myresZ.4real 1000

myresliBascii-myresl;
myresZ2l@ascii=myresZ;

PEEF LSRR ENESF S
kmin=-8

kmax=8
flottoils=0
EXENICTHHHH I
anyinteractions=1
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kincr=3

AEXAFFXXREXFEE 1f kincr=@, all pairwise interaction
% with every possible increment, else

% kincr defines increment

% in interaction pairs

alpha=Cgarnier(:,31)==1);
sizeCalphal
beta=(garnier(:,31)==2);
size(beta)

ag=alpha;

bb=beta;

% Prepdare T
thd3=[1 21 2 34567891011 12 13 14 15 16 17 21 18 19 29 213}*;
clear T

% This creates 4 17x17 matrix for a quadratic form A
% sensitive to period 3.6 signals
11=sin{(B:16)*2*pi/3.6);
12=cos{(@:163*2*pi/3.6);
1i=[11;12];

Al=11"%11;
Al=A1(1:kmax-kmin+l,1:kmax-kmin+1);
11=5in{{@:16)%2%pi/2.0);
12=cos{{0:16)*2*pi/2.0);
11=[11;123;

A2=11"*11;
A2=A2{1:kmax-kmin+l,1:kmax-kmin+1);

T=zeros(LALLNEW, kmax-kmin+1);
for k=kmin:kmaex

T(: k-kmin+1)=ind3(garnier(:,21+k));
end

T¥=T;
size(T)

jo=1;

logolli=0;

last=zeros(1,5);

%last=[51 97 112 112 327;

for iot=1:lgarnier

it=garnier(iot, 1:5);
if any(it~=last)
last=it
iot
jo
dum=Cgarnier(:,1:5)==Cones(lgarnier, 1)*it));
didi=Calt{dum'==1))}";
alpha=aa;
beta=bb;
T=1T7;
grunag
bigred(jo,:)=[it lgarnier-ncases maxpercencor @ 8};
tatal(jo, : )=Thetafulll®;
tata2(jo, : )=Thetafull2';

grone
pbmax=percencorr{idx)
bigred(jo,9)=max(pbmax};
bigred(jo,8)=max(max(percencorr))

save /scratch/botos/bigred bigred /ascit
save /scratch/boto/tatal tatal /oscii
save /scratch/boto/tata? tota? /ascii
jo=lo+l;
end

end

la=bigred(:,6);

res=bigred(:,?);

resla=res.*la;

jad=sum{resla)/sum(la)
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gruna.m

Ajusta o modelo com penalizagio. Equivalente a jeliclem, mas utilizando rotinas
externas em FORTRAN

disp("beginning gruna')

inizio=clock

trm /scratch/boto/ppall.mat
Irm /scratch/boto/QP .mat
I'rm /scratch/boto/XpwXl.mat
Irm /scratch/boto/lop.mat
trm /seratch/boto/sav.mat
trm /scratch/beto/param.mat
frm /scratch/boto/plp2.maet
trm /scratch/boto/t51.mat
trm pulced

tpm /scratch/boto/myres*.*
if jo==1

fcp blank iter

end

TG%T;

dadg=(didi==0);

T(didi, :)=[1;

Ta(dada, : >=[]1;

alphi=alpha;

beti=heta;

alpha{didid=[];

alphi(dada)=(];

beta(didi)=[];

beti(dada)=[];

fFi=alphea;

f2=beta;

F3=alphi;

fi=beti;

length(fl)

disp(‘The number of residues with elpha=l is ')}
disp(sum(f1))

disp('The number of residues with beta=1 is )
disp(sum(f2))

disp(*The protein taken out has thot much')
disp(sum(dada))

% A progrom to calculate the MLE for a logistic linear
model for any number of independent vars

T is a table with

ncases by nvar

using consequtive integers 1, 2, 3, ..., nlevs(i)

for tevels of wvariable(i)

f is a vector of length ncases, giving success (@ or 1)

X is the implicit "design" matrix

ncases by npar-nvar,

nparmain = l+sum(levels in each main effect variable)
nvarmain = number of nominal main effect variables

No provision is made for weights(frequencies) of each case

WHIRIRRRMRRRN

[ncases ,nvarmainl=size(T)

ni=21

ninotmissing=20

nil=20

nievs=nl*ones(l,nvarmain’
npermain=1+sum{nlevs)
cnlevs=tril(ones(nvarmoin,nvarmain),-1D*nlevs®;
Toffset=1+cnlevs’;

nvar=nvarmain;

npar=nparmain;
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nfreeparmain=nparmein-2*nvarmain % This anticipates two constraints on each
% variable {for misssing variable category)

wwi={7;

ww2={]; % vector of weights for interactions

if anyinteractions

% kincr is the increment between interaction vars

% Define kl, kZ to be two variobles involved in interaction, if any
% modify T, Theta, assuming columns k1,k2 are the interaction

% begin looping over all increments

if kincr==0 %this signals use of all increments
kincrmin=1;
kincrmax=Ckmax-kmin);
else
kincrmin=1;
kKincrmax= nvarmain - 2*kincr;
end

for kincri=kincrmin:ckincrmax
for kl=kincr:nvarmain-kincrl-kincr+l
k2=k1+kincrl;
Fkl k2]
% extend the T array
Toffset={Toffset Toffset(nvarmain)+nlevs{nvarmain)];
TC: yrvar+1)=CT(: , k1)==211 T(:,k2D)==213%401+. ..
CFC  K1D~=218T(:, k2D~=2 1) ¥ (11 ¥ (TC L, kD -14TC: k20D
nvar=nvar+l;
wwl=[wwl A1(k1,k2)]; % Pick out appropriste weighting from
wwZ={ww2 A2(k1,k2)]; % matrix of guadratic form A
end
end % of kincrl loop

wwwl={ones(l,nvermain) wwll;
www2=[ones(l,nvarmain) wwl];

nvar

npar=nparmain+nl1*nll+l

% add one to npar for missing interaction
Thetafull=[thetafull;zeros(ntl*nli, 13];
end % of danyinteractions if

npairs=nvar-nvarmain

Thetafulll
Thetafull?

myresii@ascii ;
myresZlBascii ;

133

% initial estimate for Intercept only

XThetal=zeros(ncases,1);

XThetal(: )=Thetafulll{1)*ones{ncases,1);
XThetaZ=zeros(ncaeses,1);

XThetaz{: )=Thetafull2(1Y*ones(ncases, 1);

for k=l:nvar

% Note presence of www, a weight giving the fixed influence
¥¥¥  of each parameter, esp. in the interactions.

XThetal(:J=XThetal(: D+wwwl(k)*Thetafull1(T(:,k)+Toffset(k));
XThetaZ(:)=XTheta2 (: J+www2 (k)*Thetaful 12(T(: ,k)+ToffFset(k));

end

Inle-inf;

% first time

Zl=exp(XThetal);

z22=exp(XTheta2);

pl=z1./(1+z1+22);

pl=z2./(l+zl+22);

oldini=1nl;

InL=F1"*XThetal+Ff2' *XTheta2-sum{log(l+z1+22))

parameters = [nvarmain nparmain nvar npar ncases npairs @] ;

% pargmeters(?) = & means : fortran program calledf for
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% the first time so that 'pollo’ will be called by 'boss'.

tog = [ Thetafulll(l) Thetafull2(l) 1nk] ;
disp('beginning pass thru date’)

echo on

init=clock

save /scratch/boto/ppall T Toffset f1 fZ wwl wwZ2 tog
save /scratch/boto/param parameters

save /scratch/bote/plp2 pl p2

aftmatsav = etime(clock, init)
t = clock

'poss > pulced

loadsave = etime(clock,t)

tl = clock

load /scratch/boto/XpwXl
aftmatload = etime(clock,tl)
echo off

disp('finished pass thru data’)

% Now check for zero cols of XpwXl
emptycol=Csum{XpwX1le=0)==0);
if sum{emptycol)>@
'there are empty cols in XpwX'
sum{emptycol)
end

% constraints
% Projection matrix P which enforces constraints on
% sum{Fheta)=zerp for each moin effect variable

P=eye(nparmain);
for i=l:nvarmain
P(Toffset(i)+nll, Toffset(i)+(1:n1))=-ones(l,nl);

% set row corresponding to last category to -1

end

PC:, Inl+Toffset(1invarmain) nli+Toffset(linvarmain)])=[]; ¥ delete the last
% category column

ninter=0;

if anyinteractions

% Define kl, kZ to be two variables involved in interaction, if any
Pl=eye(nll*nll+1); % 491x401
offsetl=n11*(@: (nl1-1));

for i=1:nll
Pi(offsetl(i)+nil,offsetl(i)+(1:nl1))=-ones{1,nll);
end
for i=1:(nli-1)
% set next to last row to negative of last block

Pioffsetl(nl1)+{1:nl11),of fseti(id+(L:nt1))=...
-Pifoffsetl(i)+(1:nll),of fsetl(i)+{1:n11)):
end
% delete unneeded columns
dind=zeros(l,nt1*nli+1);
diist=[n11*(1:nll) (n11-1D*ntl+{1:nl11) nlli*milsli];
dind(dlist)=ones(length{dlist),1);
% we don't expect any empty cols of X'wX in first nparmain elts
emptycol (1:nparmaind={1;
if length{dind)~=length{emptycol)
'there is an error in emptycol’
end
% MNow check if emptycol matches dind
if any(emptycol+dind>1)
Tyou are trying to delete a colummn of Pl twice!'
end
dind=dindiemptycol;
PIC:,dind)=[];
[nrowsPl,ninter]=size(P1l)

% finally, modify P
P=[{P zeros(nparmain,ninter)]; [zeros(nrowsPl,nfreeparmain) P1]];
end

QP=P;

QP is ready’
clear P
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nparams=nfreeparmain+ninter

parometers(7?) = nparams; ¥ the Fortran program will be called for the 2 time
tambdao = 1000

semacros=1;

parameters = [parameters nrowsPl lembdo semacros] ;

parameters

disp('beginning pass thru data')
echo on

init=clock

save /scratch/boto/QP QP

save /scratch/boto/peram parameters

aftmatsav = etime(clock, init)
t = clock
'hoss >» iter

loadsave = etime(clock,t)
tl = clock
toad /scratch/boto/lap

aftmatload = etime(clock,tl)
echo off
¥disp(etime(clock,ttime))
disp('finished pass thru date')

end

Mufinall=Thetafulll{l)
Mufinal2=Thetafull2(l)

percencarr=zeros{21,21);
for i=0:20
ci=1/20;
for j=@:20-1i
C2=j/20;
d12=(c2*pi>c1*p2);
d13=C(1~cl-e2)*pl>c1*(1-pi-p2));
d23=((1-cl-c2)*p2>c2. *(1-pl-p2));
class1=d12&d13;
class2=-d128&d23;
class3=(l-classl-class2);
percencorr(i+1,j+1)=sum(F1.*clussl+F2.*ciassZ+(1-F1—F2).*class3)/(ncases);
end
end

maxpercencor=max{max(percencorr))
idx=find(percencorr==maxpercencor)
percencorr{idx)

fine=etime{clock,inizia)
ora=clock

grone.m

Esta rotina verifica acurdcia e verossimilhanga da previsdo de estrutura secundsria da
cadeia prot€ica retirada do conjunto de dados, usando pardmetros ajustados as cadeias

remanescentes.

% tests the paramenters on o T set
% Sept 3, 1992
disp('cone here')

[ncases,nvarmain]=size(Ta)
nvar=nvarmain;

% begin looping over all increments
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if kincr==@ %this signals use of ell increments
kincrmine1;
kincrmax=Ckmax-kmin);
else
kincrmin=1;
kincrmax= nvarmain - 2*kincr;
end

for kincrl=kincemin:kincrmax
for kl=kincr:nvarmain-kincrl-kincral
kZ2=ki+kincril;
% extend the T array
Ta(:,nvar+l)=(Ta(: ,k1)==211TFa(: ,k2)==21)*401+...
(Ta(:,k1)~=218%a(: | k2D~=21) . *(nt 1. *(Ta(:,k1)-1)+Ta (s ,k2D)D;
nvars=nvar+l;

end
end % of kincrl loop
nver
end % of anyinteractions if

XThetal=zeros(ncases,1);
XThetal(:)=Thetafulll{1)*ones(ncases, 1);
XThetaZ=zeros{(ncases,1);
XTheta2(: )=Thetafull2{1)*ones{ncases,1);
for k=l:nvar
% Note presence of www, a weight giving the fixed influence
% of each parameter, esp. in the interactions.
XThetal(: Y=XThetal(: D+wwwl(K)*Thetafulll(Ta(;,k)+Toffset(k)D;
XTheta2(: )=XTheta2 (:D+www2(k)*Thetafull2(Ta(:,k)+Toffset(k)D;
end

z1=[1;

z2={];

pl={1;

p2={];
zl=exp(XThetal);
22=exp{XTheta2);
plsz1./(l+z1+22);
p2=z2./(1+21+223;
wlli=pl.*(1-p1);
w22=p2.*(1-p2);
wl2=-pl.*pZ;

Inl=f3" *XThetal+f4' *XTheta2-sum(log(1+z1+22))
logali=logall+lnt

percencorr=zeros(21,213;
for i=0:20
ci=1/29;
for j=0:20-1
c2=j/20;
d12=(c2*pi>cl*p2);
d13=((3-c1-c2)*pl>c1*(1-pl-p2));
d23=((1-c1~c2)*p2>c2.*(1-pl-p2));
classl=d12&d13;
class2=~d128d23;
class3=(1l-classl-class2);
percencorr(i+l, j+D=sum(f3. *class1+f4.*class2+{1-F3-f4).*class3)/ (ncases);
end
end
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ROTINAS FORTRAN

Listamos a seguir as rotinas externas escritas em FORTRAN, que permitiram uma
execucdo mais rdpida da validagiio cruzada, por permitir vetorizagdo de operagdes em
mais de duas dimensoes. O programa usado para compilar e ligar os objetos estd
listado a seguir. Depois listamos os programas fonte individuais. O programa
floadsave.c € uma rotina em C fornecida junto com o aplicativo MATLAB (1993)
para intercimbio de dados.

makefile

bess: boss.o floadsav.o serpe.o serpesub.o polloest.o
fc -02 -db -pa -fi -0 boss boss.o floadsav.o serpe.o serpesub.o \
pollioest.o -lveclib
boss.o: boss.f
fc -02 -pa -db -fi -¢ boss.f
serpe.o: serpe.f
fc ~02 -pa -db -fi -c serpe.f
serpesub.o: serpesub.f
fc -02 -pa -db -fi -c serpesub.f
floadsav.o: floadsav.c
cc ~db ~-fi -c floadsav.c
polloest.o: polloest.f
fc 02 -pa -db -fi -¢ polloest.f

BOSS.F

program boss

parameter (MNMAX = 2000000)
double precision ARQMNMAX), wwl(137), ww2(137),

Xpfmpl(759), Xpfmp2(7593, XpwX1(759,759), XpwX2(759,759),

Q12(759,759), will(11205), wl2(11205), w22(11265),

pl(11205), p2(112@5), TSI(153), TS2(153),

T51bis(153), T52bis(153), T51bbis(153),

T41(419,138), T42(419,136), T51j(11205,136), T52j(11205,138),

ndistinctpairs(112853, Zpfmp(1371), QP(753,685),

QPtr(685,759), QPtrXpwX1(685,759), QPtrXpwX2(685,759),

QPtrQ12(685,759), Zpwi(1371,1371), work(1371), Theta(1371),

Thetafulll(?59), Thetafullz2(759), Xthetal(1128%),

XthetnZ(11205), wwwi(153), www2(153), X1QP(685,685),

X2QP{685,685), QI2QP(685,685), QPpDQP(1371,1371), QPtr@(635,759),

PpD(685,685)

integer type, m, n, imagf

integer*4 T(11205,153), Toffset{153), f1(11205), initT41(137),
+  F2011205), T3(155)

real®*4 tarray(2), t1, t4, t5, te, t7

character*20 name

character*24 systimel, systime2, savetimel

R S TR S S T S S S 3

call MOPEN('/scratch/boto/param.mat®, 'r’, ierr)
if (ierr .ne. &) stop 'Cannot open /scratch/boto/param.mat’

call MLOAD(type, name, m, n, imagf, AR}

nvarmain = AR(1}
nparmain = AR(2)
nvar = AR(3)
npar = AR(4)
ncases = AR(S)
npairs = AR(E)
nparams = AR(Y)
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1900

4+ 4+

write(*,108)
format ("sonc nel boss! ')

write (*,*) nvarmain,nparmain,nvar, npar,ncases,npairs,nparams

if (nparams .eq. Q) then

call pollo (hvarmein, nparmain, nvar, npar, ncases, npairs, wwl,

+ ww2, Xpfmpl, Xpfmp2, XpwX1, XpwX2, Q12, T51, T52, TSlbis,
+ T¥32bis, T51lbbis, T41, T42, T51j, T523i, ndistinctpairs, T,
+ Toffset, f1, f2, initT41, 73, pl, p2 , wil, wiZ, w22)

else

nrowsP1 = AR(8)
lambda = AR{9)

write (*,*> nrowsPl, lambdo

call serpe (nvarmain, nparmain, nvar, npar, ncaeses, npairs,

nparams, Xpfmpl, Xpfmp2, XpwXl, XpwX2, Q12, 751, TSZ, TS5lbis,
T52bis, T51bbis, T51j, T52j, ndistinctpairs, T, Toffset, f1,
f2, T3, wil, wi2, w2z, pl, p2, Ipfmp, QPtr, QPtrXpwXl, QP,
QPtrXpwX2, QPtrQl2, Zpwl, work, Theta, Thetafulll, Thetafull2,
Xthetal, XthetaZ, wwwl, wwwd, XIQP, X2QP, Q12QP, nrowsP1l, lambda,
QPpDQP, QPtre, PpD)

end if

stop

end

POLLOEST.F

nooan

NN D 0N &

o+t o+

This is pollo, modified in order to be able to use Thetafulll,

Thetafull?, vectors of estimates calculoted by previous runs of the

matlab version. Pollo is not loading Thetafulll and Thetafullz,
but pl and p2 .

subroutine pollio(nvarmain, nparmain, nvar, npar, ncases, npairs,

+ wwl, ww2, Xpfmpl, Xpfmp2, XpwXl, XpwX2, Q12, TS1, 752, TSlbis,
+ T32bis, T51bbis, T41, T42, 7513, 1523, ndistinctpairs, T,
+ Toffset, f1, f2, initT41, T3, pl, p2, wll, wiZ, w22)

Example program for subroutines MOPEN, MCLOSE and MLOAD.
See initigl comments in FLOADSAV.C for subroutine specification.
Also, see FSAVEXX.F for an MSAVE example.

The actual code that implements these routines is written in C.
The source file is called FLOADSAV.C.

For UNIX machines:

To test the program, first generate a few matrices in MATLAB and save
them with the "save" command. This creates o file called matlab.mat.
Then exit MATLAB and run floodxx, or run floadxx in another window,
or run floadxx with o “!" shell escape from within MATEAR.

parameter (MNMAX = 20000003

double precision ARCMNMAXD, wwi(npairs), ww2(npairs),
Xpfmpl(npar), Xpfmp2(npar), XpwX1i{npar,npar),XpwXZ(npar,npar),
Q12(npar,npar), T5i(nvar), TS2(nvar),
T5ibis{nvar)}, T52bis{nvar), TS5ibbis(nvar), suml, sum2,
T41(npar-nparmain,npoirs), T42(npar-nparmain,npairs),
T51j(ncases,npairs), T52j{ncases,npairs),
ndistinctpairs(ncases), wli(ncases), wlZ(ncases), wZZ(ncases},
pi(ncases), pl(ncases)

integer type, m, n, imagf

integer*4 T(ncases,nvar), Toffset(nvar), fl(ncases),

+ iniltT41(npairs), f2{ncases), T3(nvar)

real*4 tarray(2), ti, t4, 5, t6
character*20 name, tog
character*Z4 systimel, systime2, savetimel

Open data file for reading.
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t1 = dtime Ctarray(i),tarray(2))

call fdate(systimel)

write (*,*) t1, tarray(1), tarray(2), systimel

newload = @

neof = @

call MOPENC'/scratch/boto/ppall.mat’, 'r', ierr)

if (ierr .ne. @) stop 'Connot open /scratch/boto/ppall.mat’

“

Continue loading and printing matrices until file is empty.

1@ call MLOAD(type, name, m, n, imagf, %ref(AR))
t1 = dtime(tarray(1},tarray(2))
write (*,95) name, t1, tarray(l), tarray(2)
95 format(’ time of loading ',as,’ is ',f10.7,' fle.7,r ', f18.7)
if (newload .eq. 1) go to 11
write(*,20) m,n,name
if C(m*n .gt. MNMAXD write(*,30) m*n, MNMAX

if (name(:1) .eq. 'T'.and. nome(2:5).eq. ' 3} then
do 200 jj=1,n
do 200 ii=1,m
290 TCii,3i) = ARCGIF-D*m + iiD
elseif (name(:7) .eq. 'Toffset’) then
do 219 ji=1,n
21@ Toffset(3ji) = AR(IT)
elseif (named:2) .eq. 'f1') then
do 239 ii=1,m
23 FLCL) = ARG
elseif (name(:2) .eq. 'f2') then
do 24@ ii=1,m
240 F2(ii) = ARCi1)
elseif (name(:3) .eq. 'wwl') then
do 258 ji=1,n
25@ wwl(ji) = ARCj3
elseif (name{:3) .eq. "ww2') then
do 260 jj=1,n
260 ww2(ji) = ARCIID
elseif (name(:3) .eq. "tog') then
newload = 1
eall MCLOSEQ
call MOPEN('/scratch/boto/plp2.mat', s, ierr)
if(ierr .ne. @) stop 'Cunnot open /scratch/boto/plp2.mat’
go to 1@
end if
t1 = dtimeCtarray(l), tarray(2))
write (*,97) tl1, tarray(l), tarray(2)
go to 1@

11 write (*,20) m, n, name
if (name(:2) .eq. 'pl’) then
do 499 ti=1m
499 pl{ii) = AR(ii)
elseif (name(:2) .eq. 'p2') then
do 50@ ii=1,m
500 p2(ii) = AR{ii)
necf = 1
end if

tl = dtime(tarray(l), terray(2))
write (*,97) t1, tarray(l), tarray(2)
if (neof .eq. @) go to 10

a7 format ('time for assigning velues ', £10.7,f10.7, f10.7 )
20 format(' Louded a *,i7," -by- ",i7,' matrix nomed ',q,i4)
3@ format(' ',i7,"' > ',i7," Overwrote array storage.’)

t4 = dtime(Ctarray(l), torray(2))
call fdate(systime2)
write (*,*) t4, tarray(l), tarray(2), systime2
t5 = etimeCtarray(l), tarrey(2))
write (*,98) t5
98 format ('total time for the fortren loading program ',f10.7)

T3(1) = 1
do 105@¢ i=1, nvarmain+l
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105 T52(i)

do 2000 i=1, ncoses

wlil(i) = p1{id * (1 - 1D
w22(i) = p2(i) * (1 - p2(i)
2906 wl2(i) = -pl{i) * p2Qi)

do 1008 j=1, ncases

c if (j .gt. 1) stop
ndistinctpairs(j) = @
kk = 2
do 1855 ii= 1, nvar - nvarmain
T41(initT41(i1),1i) = 0.0

1855 T42(initT41(i1)},1i) = 8.9
do 1868 ii=2, nvar+2
1060 T3(ii) = @

do 1019 k=1, nvar-nvarmain
initT41Ck) = T(j, k+nvarmain)
T41(Y(j, k+nvarmain), k) = wwi(k)
TAZ2(Y(j, kenvarmain), k) = ww2(k)
101¢ continue

do 1805 i=2, nvar+l
ndummy = T(j,i-12 + Toffset(i-1)
do 1035 kj= 1, kk - 1
if (T3(kj) .eq. ndummy) then
go to 185
else if (ndummy .gt. T3(kji> .and. ndummy .tt. T3(kj+1)) then
do 1865 ki=kk, kj+i, -1
1065 T3Cki) = T3ICki-1)
T3¢ki+1) = ndummy
go to 1006

Ao nnn

end if
continue
T3Ckk) = ndummy
kk = kk + 1
¢1085 continue

nAn
[
1=
w
bl

do 10@7 i=2,nvar+l
ndummy = T(3,i-1) + Toffset(i-1)
do 1037 kj=1, kk - 1
if (T3(ki) .eq. ndummy) go to 1007

1037 continue
T3(kk) = ndummy
kk = kk + 1
1007 continue
kk = kk - 1

coll isort('A',kk,T3,1)

c kk = kk - 1
do 1078 i=1, kk

suml = @

sumZ = @

if (T3(1) .gt. nparmain) then
ndistinctpairs(j) = ndistinctpairs(i) + 1
nrow = T3(i)} - nparmain
c write (*,*) T3{i), nrow
do 1015 k=1, npairs
suml = suml + T4i{nrow,k)

1815 sumZ = sumZ + F42{nrow,k}
nca = 1 + nvarmain + ndistinctpairs(i)
T51(nca) = suml
TS2(nca) = sum?
end if

1878 continue

do 1875 i=1, ndistinctpatrs{j)
T513(3,1) = TS1(l+nvarmainsi)
1675 T823(3,1) = TS2{l+nvarmain+i)

do 1025 i=1, nca
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1925
c$dir

cidir

1020

1000

n

[a e e A B A T4 Iy B Y

TSibis(id = wll(3D*T51(i>
TS52bis(i) = w22(3)*T52(1D
F51bbis(id = wl2(§)*T51(i)

no_recurrence
do 1020 i=1, nca
Xpfmpl(T3(id) = Xpfmpl(T3(i)) + TSI(LD * (F1(I) - pl(IM
XpFmp2 (T3 = Xpfmp2(T3(i)) + F52{1) * (f2(3D - p2(i0)

no_recurrence
do 1820 kj=1, nca
XpwX1(T3(1D, T3CkiN=XpwX1(T3(1), T3k I+(T51bisCid*T51¢k]))
XpwX2(T3(1), T3CkDD=XpwX2 CT3CL), T3k III+(TS2bis (R I*TS2CkIDD
QI2(T3(1), T3CkiND=QI2CTICiD, T3¢k + (TS1bbisCid*T52¢kiM
continue

continue

t5 = dtime(tarray(l), tarrav(2))

t4 = etime(tarray(l), tarray(2))

write (*,24) t4, t5

format {'total time ‘', ,f15.7, ' time loop §j ',f15.7)

Open data file for writing.

call MOPEN('/scratch/boto/sav.mat’, ‘w', ierr)
if (ierr .ne. @) stop Cannot open /scratch/boto/sav.mat’

Use o subroutine with two-dimensional subscripting.

The m*n elements must be contiguous in memory so they

can be saved with a single write statement.

type is @ for IEEE floating point with Intel byte order.

type is 18ed for IEEE floating point with Motorola byte order.
type is 200@ for VAX D-floating or 300@ for VAX G-floating

type = 1000
imagf = @

m = npar

n = npar

name="XpwX2"

call MSAVE(type, name, m, n, imagf, XpwXZ )
write(*,32) m,n,name

name="'Q12"

call MSAVECtype, name, m, n, imagf, Q12 )
write(*,32) m,n,name

14

n=1

name="Xpfmp1’

call MSAVE(type, name, m, n, imagf, Xpfmpl )
write(*,32) m,n,name

name="Xpfmp2*

catl MSAVE(type, name, m, n, imagf, Xpfmp2 )
write(*,32) m,n,name

call MCLOSE(D

call MOPEN(C'/scratch/boto/XpwXl.mat','w', ierr)

if (ierr .ne. 9> stop 'Cannot open /scratch/boto/XpwXl.mat'
m = npar

n = npar

name=" XpwX1'

cail MSAVE(type, name, m, n, imagf, XpwXl )

write(*,32) m,n,name

call MCLOSEQ)

call MOPEN( /scratch/boto/t51.mat’, 'w', ierr)
if (ierr .pe. @) stop 'Cannot open scratch/boto/tS1.mat’

m = ncases

n = npgirs

name="T513"

call MSAVE(type, name, m, n, imagf, T51j )
write(*,322 m,n,name

name="T523"

call MSAVE(type, name, m, n, imagf, T52j )
write(*,32) m,n, name

no=1
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name="ndistinctpairs’
call MSAVE(type, name, m, n, imagf, ndistinctpairs)
write(*,32) m,n,name

call MCLOSEQ

32 format('Saved ¢ ",i7,' ~by~ ',i7,' matrix named ',a)
call fdote(savetimel)
write(*,*) savetimel
t6 = etimeCtarray(l), terray(2))
write(*,96) t6-t4, t6
96 format ("time for saving only is ',f15.7,' total time *,f15.7)
return
end

SERPE.F

subroutine serpe (nvarmein, hpdrmain, nvar, npar, ncases, npairs,
nparams, Xpfmpl, Xpfmp2, XpwX1l, XpwX2, Q12, 751, 752, TSlbis,
TS2Zbis, Tslbbis, T5%1j, T52j, ndistinctpairs, T, Toffset, f1,
£2, T3, wll, wi2, w22, pl, p2, Zpfmp, QPtr, QPtrXpwXl, QP,
QPErXpwX2, QPteQ12, Zpwl, work, Theta, Thetafulll, Thetafull?,
Xthetal, Xtheta?, wwwl, www2, X10P, X20QP, QL2QP, nrowsPl, lombda,
QPpDQP, QPtre, Ppld

++ 4+ +

Exampte program for subroutines MOPEN, MCLOSE and MLOAD.
See initial comments in FLOABSAV.C for subroutine specification.

The actucl code that implements these routines is written in C.
The source file is called FLOADSAV.C.

O anNDHoanN

parameter (MNMAX = 2000000)
double precision AR(MNMAX), Xpfmpl(npar),
Xpfmp2(npar), XpwXl(npar,npar), XpwX2(npar,npar),
N 2Z{npar,npar), wll(ncases), wl2(ncases),
wZ2Z(ncases), Zpfmp(nparams*2),
pi{ncases), p2(ncases), ndistinctpairs(ncases),
TS1i{ncases,npairs), T32j{ncases,npairs),QP(npar nparams},
QPtr{nparams,npar), QPtrXpwXi(nparams,npar),
QPtrXpwXZ(nparams ,npar), QPtrQlZ({nparcems,npar),
ZpwZ{nparams*2 ,nparams*2), work(nparams*2), Theta(nparams*2),
Thetafulll{npar), Thetafull2(npar), Xthetal(ncases),
XthetaZ(ncases), wwwi{nvar), wwwZ(nvar),
X1QP{nparams nparams), X2QP(nparams,nparams),
Q12QP(nparams,nparams), QPpDQP{nparams*2, nparams*2),
QPtr@(nparams,npar), PpD(nparams, nparams),
rcond, Mu®l, Mu@?, oldlnb, Inl, £F1, £f2, sum,dumexpl,
dumexp2, alpha, beta, alphanew, betanew
integer type, m, n, imagf
integer*4 T(ncases,nvar)}, Toffset(nvar),lda,ldb,lde,
+ Fl{ncases), fZ(ncoses), ier, nparamsZ, mi,nl, lambda
real*4 tarray(2), tl, t4, t5, t6, t7
charocter*20 name, tog
character*24 systimel, systimel, savetimel

P A R

(2]

Open data file for reading.

"

t1 = dtime Ctarraey(l),tarrey(2))

call fdate(systimel)

write (*,*) ti, torroy(l), tarray(2), systimel
newload = @

neof = @

call MOPEN('/scratch/boto/ppall.mat’, "r', ierr)
if (ierr .ne. @) stop "Cannot open ppull.mat’

Continue loading and printing matrices until file is empty.

[a}

1@ call MLOAD( type, name, m, n, imagf, %ref(AR) )
t1 = dtime(tarray(l), tarray(2))
write (*,95) name, ti, tarray(l), tarray(2)

95 format(' time of loading *,a,' is *,fl6.7," ', Fl0.7," ',f10.7)
if (newload .eq. 1) then
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go to 11
elseif (newload .eq. 2) then
go to 12
elseif (newlocad .eg. 3) then
go to 13
end if
write(*,20) m,n,name
if (m*n .gt. MNMAXD write(*,3@) m*n, MAMAX

if (name(:1) .eq. 'T'.and. name(2:5).eq. ' ') then
do 268 jj=1,n
do 200 ii=1,m
200 TGi,33) = ARCCII-10*m + i)
elseif (name(:7) .eq. 'Toffset') then
do 21@ jj=1,n
210 Toffset(ji) = AR(3I)
elseif (name(:2) .eq. "F1') then
do 230 ti=1,m
230 FIL1LY = AR
elseif (name(:2) .eq. 'f2') then
do 240 ii=1,m
249 Fa(ii) = ARCiL)
elseif (name(:3) .eq. 'wwl') then
do 245 jj=nvarmain+l, nvar
245 wwwl(jji> = AR(jj-nvarmain)
elseif (nome(:3) .eq. 'ww2') then
do 246 ji=nvarmain+l, nvar

246 wwwZ2(j1) = ARCjj-nvarmain)
elseif (name(:3) .eq. 'tog') then
Mu@l = AR(1)
Mu@2 = AR(2)
Inl = AR(3)
do 247 jj=1, nvarmain
wwwl(ji) = 1
247 ww2(ij) = 1

newload = 1
call MCLOSEQD
call MOPEN('/scratch/boto/sav.mat’, 'r', iers)
if (ierr .ne. @) stop ‘'Cannot open /scratch/boto/sav.mat’

go to 19

end if

tl = dtimeCtarray(1), tarray(2))

write (*,97) t1, tarray(l), tarray(2>

go to 10

11 write(*,26) m,n, nome
if (name(:5) .eq. 'XpwX2') then
do 27@ jj=1,n
do 278 ii=l,m
270 XpwX2(ii,33) = ARCCIF-1D*m 4 iid
elseif (name(:3) .eq. "Q12') then
do 289 jj=1,n
do 280 ii=1,m
238 Q12(¢ii,33) = ARCCII-1D*m + i)
elseif (name(:6) .eq. 'Xpfmpl') then
do 29@ ii=1,m
299 Xpfmpldii) = AR(IL)
elseif (nome(:6)} .eq. "Xpfmp2') then
do 308 ii=1,m
360 Xpfmp2(ii) = ARCii)
newlcad = 3
call MCLOSEQ
call MOPEN('/scratch/boto/QP.mat’', 'r', ierr)
if (ierr .ne. @) stop 'cannot open QP.mot’
go to 1@
end if
t1l = dtime(tarray(l), tarray(2))
write (*,97) t1, tarray(l), tarray(z)

go to 1@
13 write(*,20) m,n,name
if (name(:2) .eq. 'QP') then
do 256 ji=1,n
do 250 ii=1,m
250 QP(ii, 33d = ARCCHI-1D*m + 11D

149



251

12

201

202

283

a8

316

Nnoanonnn

call MCLOSEQ
call MOPEN ('/scratch/boto/XpwXi.mot™, *r®, ierrd
if (ierr .ne. @) stop 'cannet open XpwXl.mat'
go to 16
else
do 251 ji=1,n
do 251 ii=1,m
XpwX1(ii, i3 = ARCCII-1D*m + ii)

end if

newload = 2

t1 = dtime(tarray(1), tarray(2))

write (*,97) t1, tarray(l), tarray(2)

call MCLOSEQ

call MOPEN('/scratch/boto/tSi.mat', 'r*, ierr)

if (ierr .ne. @) stop 'cannot open /scratch/boto/t51.mat”
go to 1@

write(*,2@) m,n,name
if (name(:4) .eq. 'T51j"') then
do 2@1 jj=1,n
do 281 ii=1,m
T51jCit, i) = ARCGI-10%m + 11)
elseif (nome(:4) .eq. 'T523') then
do 202 jj=1,n
do 202 ii=1,m

T32jCi1, 1) = ARCGI-1*m + 11)
elseif {name(:14) .eq. ‘ndistinctpairs') then
do 203 ji=1,m
ndistinctpairs(ji) = ARCD)
neof = 1
endi

tl = dtimeCtarray(1), tarray(2)D
write (*,97) t1, tarray(l), tarray(2)
if {neef .eq. @ ) go to 18

format ('time for assigning values ', f18.7,f10.7, f19.7 )
format(" Loaded a *,i?,' ~by- ',17,’ matrix named *,a,14)
format(* ',i7,' > *,i7,' Overwrote array storage.’)

t4 = dtime(tarray(l), tarray(22)

call fdate(systimeZ)

write (*,*) t4, torray(l), tarray(2), systime2

t5 = etime(tarray(l), tarray(23})

write (*,98) t5

format {'totasl time for the fortren loading program *,f10.7)

nparams2 = nparams * 2
ml=nparams
ni=npar
ldg=npar
ldb=nparams
ldc = nparams
alpha = 1.0
beta = @.¢
alphanew = -lambda v
betanew = 1.0 :
Theta(l) = Mu@l
Theta(nparams+1) = Mu@2
do 31@ i=1,nparams

do 316 j=I,mpar

QPer(i, 33 = QP(3, 1)

if (lambda .ne. @) then
do 255 i=1, nparams
do 26@ j=i, nparams
do 265 jk = nrowsPl, npar
QPpDQp(i, 1) = QPpDQP(i, 32 + QP(k,1D*QPCik, 1D
QPpBQP(H,1) = QPpRQP(L, 1D

QPpLQP Cianparams, jenparoms) = PpDQP(, i)
QPpDQP (j4nparams, i+nparoms) = QPpDQP(d,3)
continue
continue

end if
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if (laembda .ne. &) then
do 255 i=1,nparams
do 255 j=nparmain+l, npar
255 QPtradi,j) = QPtr(i,3i)
catl dgemm('n’, 'n’,ml,m1,nl,alpha,QPtra,1db,QP, lda,
+ beta,PpD, ldc)
do 268 i=1, npaerams
do 268 j=i, nparams
QPpDQP(i, 3D = PpD(i, D
QPpOQP(j, 1D = PpD(i, 3D
QPpDQP(i+nparams, j+nparams)
260 QPpDQP(i+nparams, i+nparams)
end if

PpD(i, 1)
PpDCL, 3D

do 1000 iter=1,7

print 1001,iter
1001 format('this 1s iteration n.',iter)
do 320 j=1, nparams
IpfFmp (i) = @.90
Zpfmp(j+nparams) = @.@
do 320 i=1,npar
Zpfmp(J) = Zpfmp(J) + QP(3, I *Xpfmpl(i)
320 Zpfmp(j+nparams) = Zpfmp(j+nparams) + QP(L, )*Xpfmp2(id

c QPtrXpwXl
[ QPLrXpwX2

QPtr * XpwXl, where XpwXl is simmetric
QPtr * XpwX2, where XpwX2 is simmetric

]

call dsymm(*right’, 'lower’,ml,nl,alpha, XpwX1,lda,
+  QPtr,ldb,beta,QPtripwXl, ldc)

call dsymm( right', "lower’,ml,nl,alpha,XpwX2,1da,
+  QPtr,ldb,beta,QPtripwXZ,1dc)

4 QPtrQi2 = QPtr * Q12, where Q12 is not symmetric
cail dgemm('n’,'n",ml,nl,nl,alpha,QPtr,1db,Q12,14da,
+  beta,QPtrQl2, ldc)

cail dgemm('r’,'n',mi,ml,nl,alpha,QPtrXpwX1,1db,QP,1da,beta,
+  XiQP,ldc)

call dgemm('n','n’ ,mi,mi,nl,alpha,QPtrXpwX2,ldb,QP, 1da,beta,
+  X2QP,ldc)

call dgemm(’n','n",mi,ml,nl,alpha,QPtrQl2,1db,QP,1da,beta,
+  Q120P,1dc)

do 331 i=1, nparams
do 331 j=1, nparams
ZpwZ(i, ) = X1QPCi, )
ZpwZ(i+nparams, j+nparams) = X20P(i,j)
Zpwi(i, jenparams) = Q12QP(i, 1)
331 ZpwZ(i+nparams,]) = Q12QP(j,1)

if (lambda .ne. @) then
do 335 i=1, nparams
do 335 j=i, nparams
ZpwZI (i, = ZIpwi(i, 3D + lambdae * QPpDQP(i,jd
3135 ZpwZ(i+nparams, j+nparams) = ZpwZ(i+nparems,j+nparams) +
+ lambda * QPpDQP(i, i)

do 33@ i=1, nparams
c$dir no.recurrence
do 334 j=i, nparams
ZpwI(j,1) = ZpwZ(i, i)
334 Zpwi(j+nparams,i+nparams) = ZpwZ(i+nparoems, j+nparams)
330 continue

call dsymv ('lower®,nparamsZ,alphanew,QPpDQP,nparams2, Theta,

+ 1,betanew, Zpfmp, 1)

end if
c k¥xex* Cholesky factorization of ZpwZ, positive definite matrix,
c with the evaluation of the condition number for the
¢ first iteration only.

if (iter .eq, 1) then
call dpeco (ZpwZ,nparems2 nparams2,rcond,work,ier)
if (1.@+rcond .eq. 1.9) stop *Zpw? is singular’
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else
catl dpofa (Zpwi,nparamsZ nparams2,ier)
end iFf

if (ier .ne. @) stop 'ZpwZ is not positive definite’

*se*e*% The following routine solves the linear system

c Zpwi*x=Zpfmp, where ZpwZ is a positive definite matrix.
< The sclution vector x overwrites Ipfmp.

call dposl (ZpwZ,nparamsZ,nparams?,Zpfmp)

[a]

do 379 i=1, nparams2
370 Theta(i) = Theta(i) + Zpfmp(i)

do 380 i=1, npar
Thetefulll(i) = 0.0
ThetafullZ(i) = 6.0
do 382 j=1, nparams
Thetafulll(i) = Thetafulll(i) + GP(i,j)*Theta(j)
380 Thetafull2(i) = Thetafull2(i) + QP(i,j)*Theta(j+nparams)

[

sum
ff1
ff2 .
do 390 i=1, ncases
Xthetal(j) = Thetafulll(l)
Xtheta2(j) = Thetafull2(l)
do 480 k=1, nvar
Xthetal(j) = Xthetal(j) +
+ www (k) *Thetaful11(T(j, kD+Toffset (kD))
400 Xtheta2(j) = Xtheta2(j) +
& w2 (k) *Thetafull2(T(], K)+Tof fset (k)
dumexpl = dexp(Xthetal(j})
dumexp? = dexp(Xtheta2(3D)
p1(iD = dumexpl / (1 + dumexpl + dumexp2)
p2{i) = dumexpZ / (1 + dumexpl + dumexp2)
sum = sum + dlog{l + dumexpl + dumexp2)
FFL = FF1 + f1(3) * Xthetol(j)
390 ff2 = fF2 + F2(j) * Xtheta2(i)

bR
oSO
SO

do 416 j=1, ncoses
wil(j) = p1(32 * (1 - p1(idd
w22(3) = p2(33 * (1 - p2(iN
410 wiz(j) = -p1(3) * p2(D

oldlnL = 1Ini
Inl = ff1 + £Ff2 - sum
write (*,508) 1nl
5¢¢ format ("Inl is *,f12.6)
if (dabsC(inl/oldlnl)-1) .1t. 1.2d-5) go to 428
call serpesub {nvarmain, nparmain, nvar, npar, ncases,
+ npairs, T, Toffset, f1, f2, pl, p2, wll, w12, w22, T513j, 152j,
+ ndistinctpairs, Xpfmpl, Xpfmp2, XpwX1l, XpwX2, (12, T3, 751,
+ T52, TSlbis, TS2bis, TSibbis)

100¢ continue

C
c Open data file for writing.

¢
42¢  call fdate(savetimel)
write(*,*) sovetimel
call MOPEN('/scratch/boto/lop.mat®, 'w', ierr)
if (ierr .ne. @) stop ‘Cannot open /scratch/boto/lop.mat’

C
c Use a subroutine with two-dimensional subscripting.
¢ The m*n elements must be contiguous in memory sc they
[ can be saved with a single write stotement.
¢ type is @ for IEEE floating point with Intel byte order.
c type is 1800 for IEEE fleating point with Motorola byte order.
c type is 2000 for VAX D-floating or 300¢ for VAX G-floating
c
type = leee
imagf = @
m = fipar
n=1
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name="Thetafulll’

call MSAVE(type, nome, m, n, imagf, Thetafulll )
t7? = dtime(tarray(l), tarray(2))

write(*,32) m,n,name, t7

name="Thetafull2"'

call MSAVE(type, name, m, n, imagf, Thetafullz )
t7 = dtimeCtarray(l), tarray(2))

write(*,32) m,n,name, t7

Mm = ncases

name = 'pl°

call MSAVE(type, name, m, n, imogf, pl )

t7 = dtime(tarrey(l), torray(2))

write(*,32) m,n,name, t7

name="p2"

call MSAVE(type, name, m, n, imagf, p2)

t7 = dtime(tarrey(l), tarray(2))

write(*,32) m,n,name, t7

call MCLOSEQ

32 format('Time to save a *,i7,' ~by- ",i7," motrix named ',a,
+ ' is ', fle.7)
call fdaote(savetimel)
write(*,*) savetimel
t6 = etime(tarray(l), tarray(2))
write(*,96) t6-t4, t6
96 format ('time for saving only is ',f15.7," +total time ',f15.7)
return
end

SERPESUB.F

NOoON A OON N 0NN

subroutine serpesub (nvarmain, nparmain, nvar, npar, ncases,
+ npqirg, T, ToFFset. f1, f2, pl, p2, wil, wi2, w2z, T51j, 1573,
+ ndistinctpairs, Xpfmpl, Xpfmp2, XpwX1l, XpwX2, Q12, T3, T51, 152,
+ T51bis, T52bis, TS1ibbis)

Example program for subroutines MOPEN, MCLOSE and MLOAD.
See initiel comments in FLOADSAV.C for subroutine specification.
Also, see FSAVEXX.F for an MSAVE example.

The actual code that implements these routines is written in €.
The source file is called FLOADSAV.L.

For UNIX machines:

To test the program, first generate a few matrices in MATLAR and save
them with the "save™ command. This creates o file called matlab.mat.
Then exit MATLAB and run floadxx, or run floadxx in another window,
or run floadxx with a "!" shell escape from within MATLAB,

double precision T51j(ncases,npairs), T52j(ncases,npairs),

+ Xpfmpl(npar), XpfmpZ(npar}, XpwXl(npar,npar), XpwXZ(npar,npar),

+ QiZ{(npar,npor), wll(ncases), wi2(ncases), T51(nvar),

+ T52(nvar), wZ2(ncases), pl(ncases), pZ(ncases),
ndistinctpairs(ncases), TSlbis{nvar), T5Zbis(nvar),
T51ibbis(nvar)

integer*4 T(ncases,nvar), Toffset(nvar), fl{ncases),

+ F2(ncases), T3(nvar)

real*4 tarray(2), tl1, t4, t5
character*24 systimel, savetimel

+ +

Open daota file for rewading.

t1 = dtime Ctarray(l),tarray(2))
catl fdate(systimel)
write (*,*) t1, tarray(l), tarray(2), systimel

do 1100 i=1, npaor
Xpfmpl(i) = 0.0
Xpfmp2(i) = 0.0

i

153




1lee

1e5@

1d6@

1835

1006
18a5

1875

1825
cidir

c$dir

102

1000

94

do 110@ j=1, npar

XpwX1(i,i> = 8.¢
XpwX2(i,ji) = 8.0
Ql2(i,j> = @.9
T =1
do 1050 i=1, nvarmain+l
T51(i) = 1
T52(i) = 1

do 1000 j=1, ncases

kk = 2
do 1068 1i=2, nvar+?
T3(liy =10

do 10885 i=2, nvar+l
ndummy = T(j,i-1) + Toffset(i-1)
do 1@3% kj= 1, kk - 1
if (T3(ki) .eq. ndummy) then
go to 1905
else if (ndummy .gt. T3(kj) .and. ndummy .1t. T3(kj+1)) then
do 1065 ki=kk, kj+l, -1
T3(ki) = T3(ki-1)
T3(kj+1) = ndummy
go to 1006
end if
continue
T3(kk) = ndummy
kk = kk + 1
continue

kk = kk - 1
nca = 1+ nvarmain + ndistinctpairs(i)

do 1875 i=1, ndistinctpairs(j)
TS1{1+nvarmain+i) = T51j(3,1)
TSZ2(lenvarmain+i) = 1523(3,1D

de 1025 i=1, nca
TS1bis(i) = wii(j)*T51(i)
TS2Zbis(i) = w22(3)*T52(i)
Tolbbis(i) = wi2(j)*T510)
no_recurrence
do 1020 i=1, kk
Xpfmpl(T3IHD
Xpfmp2 (T3
no_recurrence
do 1820 kj=1, kk
XpwXL1(T3(), T30k ) =XpwX L (T3C), T3CkIiN+(T51bis G TS5k
XpwX2(T3(1), T3k DI=XpwXZ2(T3(1), T3k D+ (T52bis (i Y*T52¢kiD)
QL2{T3CD, T3k iDD=Q12CT3C1),T3¢kid) + (FSibbisC(id*TS2(kid)
continue

Apfmapl(T3C1D) + TS1CL3 * (FICI) - p1(GD
ApfmpZ(T3CLID + TS2(L) * (F2(d) - p2(GN)

i

continue

15 = dtimeltarray(l), tarray(2)D

t4 = etime(tarray(l), tarray(2))

write (*,94) t4, 5

format ("total time ', f15.7, ° time loop § ', F15.7)

call fdate(savetimel)
write(¥,*) savetimel
return

end
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