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Resumo. Nas células estao presentes, dentre outras estruturas, determinadas proteinas que
auxiliam ou inibem a transcrigdo do acido desoxirribonucleico (ADN). Estas proteinas sao
chamadas fatores de transcrigao e realizam uma busca partindo de um ponto no citoplasma
da célula até um sitio alvo localizado nas moléculas de ADN. Entender os mecanismos de
busca de fatores de transcrigdo (FT’s) em cadeias de ADN pode permitir entender melhor
o papel e o funcionamento de tal estrutura nos seres vivos. Neste trabalho simularemos
dados que tornem esta tarefa possivel. Dentre eles, o tempo médio de associagao em células
eucariotas. Desta forma, utilizando modelo teérico matemético e computacional, pretende-
se atingir os objetivos utilizando simulagbes computacionais. Diferentes da maioria dos
trabalhos, estudaremos o comportamento dos FT’s supondo que seu movimento é gragas a
um processo de difusao anomala, permitindo assim que o trabalho tenha uma contribuigao
relevante em estudos envolvendo estas proteinas de ligacao e cadeias de ADN.
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1 Introducao

O Acido Desoxibonucleico (ADN) é uma molécula heteropolimera presente nas células
de todos os seres vivos que, dentre outras funcoes, é responsavel pela regulacao genética.
Apesar da grande variedade de criaturas vivas e da quantidade de informagoes genéticas
que suas moléculas de ADN carregam, podemos dizer que todas elas tém uma estrutura
fisicamente idénticas, o B-ADN. Esta consiste em duas estruturas suporte helicoidalmente
torcidas compostas de fosfato e agicar com pares de bases de dois tipos, AT e GC, onde
A,T,C e G sdo residuos presentes no ADN. A superficie da dupla hélice néo é cilindrica. Ela
possui sulcos maiores e menores que sao extremamente importantes para o funcionamento
do ADN pois, na célula, numerosas proteinas devem se ligar a um local especifico na
molécula de ADN e fazem isto através destes sulcos [6].

Em células eucaridticas, o acidoribonicleico (ARN) é um polimero o responsavel pela
sintese de proteinas da célula. Fatores de transcricio se ligam ao ADN para permitir que
haja uma ligacao entre o ARN-polimerase, enzima responsavel pela sintese de RNA, e o
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ADN, permitindo assim a transcricao e a futura tradugao. Mais especificamente, para
que a ARN-polimerase consiga encontrar o ponto de inicio da transcrigdo ela necessita
dos FT’s, que sao responsaveis por se ligar a sequéncias especificas de ADN (promotores)
que caracterizem o local de inicio da transcricdo e recrutar a ARN-polimerase a esses
sitios. Cada FT pode ter de um a varias dezenas de tais sitios especificos sobre o ADN.
No local de ligacao, FT forma um complexo de ADN-proteina estdvel que pode ativar ou
reprimir a transcrigdo dos genes préximos, dependendo do mecanismo de controle [11].
Dessa forma, alguns fatores de transcricdo também sao capazes de inibir este processo,
como o lac repressor, sobre o qual o mecanismo de ligacao e reconhecimento de FT no
ADN [2].

Um exemplo no qual a questao discutida se mostra importante ocorre quando um virus
A-phage injeta seu ADN em uma bactéria do tipo Escherichia coli. Para a célula infectada,
isso se torna uma corrida contra o tempo: para sobreviver, elas dependem da capacidade
de uma enzima de restricdo adequada encontrar e reconhecer o local especifico do ADN
viral e depois corté-lo, tornando-o assim inoperante e inofensivo a bactéria. Se a enzima
de restricao levar muito tempo para localizar seu alvo, a célula serd morta. Este sistema de
restricao depende, portanto, da capacidade de localizagao em tempo habil de locais-alvo
especificos no ADN por determinados fatores de transcri¢ao [8].

H&a mais de quatro décadas, observou-se in vitro que a taxa de associacao de fatores de
transcricdo do tipo lac repressor era de 7 x 10°M ~!'s~! | um resultado a principio contra-
ditério com a formula de difusao controlada de Smoluchowski que produz um resultado de
aproximadamente 1080 ~1s~1. Acreditava-se até entdo que esta diferenca poderia ser jus-
tificada devido a efeitos da atracao eletrostatica entre o local carregado positivamente no
FT e os grupos de fosfatos carregados positivamente no ADN [2]. Mas em 1978, o trabalho
justificou-se as diferencas as entre as taxas observadas experimentalmente e o resultado
da férmula de Smoluchowski. Além disso, afirma-se que a principio, os FT’s se ligariam
ao ADN através de uma busca em 3D dentro da célula, porém nao necessariamente ao seu
local-alvo especifico na molécula para, em seguida, executam uma busca unidimensional
sendo capazes também de se mover pelo ADN, ou de se soltarem dele fazendo pequenos
saltos para retornar a ele ou voltar & massa e executar uma nova busca tridimensional [5].
Este modelo teérico, denominado difusédo facilitada, é aceito pela maioria dos pesquisado-
res e explica uma relagdo nado monotonica da dependéncia da concentracao de sal [3].

Recentemente, o estudo do processo de busca de fatores de transcricao nas cadeias de
ADN tem ganhado motivacao devido a melhorias na andlise entre ADN e proteinas de
ligagdo em uma tnica molécula viva [9].

Os resultados de estudos nesta linha podem impactar a compreensao dos principios
moleculares biofisicos de regulacao da transcricao e melhorar significativamente a nossa
capacidade de prever como as variagoes nas sequéncias de ADN, tais como mutagoes ou
polimorfismos e concentracoes de proteina, influenciam programas de expressao génica em
células vivas [1]. Apesar de ser largamente aceito, a forma geral da difusao facilitada,
a principio, apresentaria um problema conhecido como paradoxo velocidade-estabilidade.
Por um lado, as proteinas percorrem o ADN unidimensionalmente, com constante de di-
fusdo proporcial a exp(—a?), devido & rugosidade no potencial, onde a é o desvio quadrético
médio do potencial. Os F'T’s podem apenas se movimentar em dire¢ao ao alvose a < KgT,
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onde Kp representa a constante de Boltzmann e T a temperatura. Por outro lado, a
proteina deve permanecer ligada & sequéncia alvo tempo suficiente para que a expressao
génica real tome lugar, o que requer a > 5KpgT [10]. Para resolver o paradoxo exposto,
podemos usar a ideia de que os fatores de transcricao podem assumir dois estados no
processo: o de busca e o de reconhecimento [4]. Desta forma, tais proteinas podem assu-
mir velocidades maiores quando estao no estado busca e, quando presentes no contorno
da molécula de ADN, podem fazer atingir o alvo especifico, com velocidade reduzida,
permanecendo neste momento no estado de reconhecimento.

Além disso, hé diferentes tipos de obstdculos observados nas células , que estao presen-
tes nas mesmas devido a outras proteinas. Cada um destes obstaculos podem implicar em
algum tipo de comportamento dos resultados estudados, devido as diferentes dinamicas
apresentadas por eles [7].

Com intuito de analisar a forma como os fatores de transcricdo buscam seus alvos
nas moléculas de ADN, podemos utilizar modelos matemé&ticos, baseados em equacoes
diferenciais parciais (EDP), que descrevem os movimentos destas proteinas em busca de
seus sitios especificos e, em seguida, através de métodos analiticos, resolver estas equagoes.
Uma forma de realizar esta tarefa é utilizar transformadas de Laplace para reescrever as
EDP’s como equagdes diferenciais ordindrias (EDQO’s), ou seja, equagoes nas quais fungoes
incégnitas possuem apenas uma variavel [2].

Alternativamente, é possivel modelar as células eucariotas na presenca do ADN através
de modelos em redes, no qual cada unidade é preenchida com a menor parte do ADN,
colocando esta molécula de forma linear com um tamanho especifico e adicionando dife-
rentes tipos de obstaculos que existem nas células, como outras proteinas, por exemplo,
com objetivo de simular a busca dos Fatores de Transcri¢ao no seu alvo [7].

Neste trabalho, foi utilizado um modelo computacional que utiliza a teoria da proba-
bilidade para analisar o processo de busca de Fatores de Transcricao em células eucariotas
através de um modelo em redes no qual o ADN é colocado na conformagao de dupla-hélice.
Como observado experimentalmente, o movimento das proteinas nas células analisadas in
vivo com obstaculos sofre um processo de difusdo anomala. Neste trabalho foi adotada a
difusao anoémala no lugar da difusao normal, na qual o movimento dos FTs é Browniano.

2 Entendendo o Problema

A melhor compreensao do acido desoxiribonucléico (ADN) pode ser facilitada com
o maior conhecimento do papel desempenhado pelos fatores de transcricao. A funcgao
destas proteinas é ligar-se ao ADN, fomando um complexo proteina-ADN para facilitar
ou impedir a sua transcricao. Para atingir tal objetivo, a investigacao do tempo médio
com que a localizacao ocorre torna-se essencial. Além disso, também é necessario analisar
os dados de como a busca é realizada, comparando dados do momento em que os FT
se deslocam no citoplasma e de valores que se deslocam na cadeia de ADN. Estes sdo
objetos centrais neste estudo, que avaliara tais dados para células eucariotas. Esta tarefa
vem sendo realizada nas ultimas décadas através de modelos tedricos de difusao facilitada
[2]. Neste sentido, o problema estudado caracteriza-se como a simulagao de dados que
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descrevam o comportamento de determinadas proteinas das células no seu processo de
busca alvo em moléculas de ADN, considerando que ocorre difusdo facilitada, tipo de
busca mais aceito pelos pesquisadores na atualidade [7].

Este trabalho tem como finalidade principal entender melhor o funcionamento do ADN,
analisando como os fatores de transcrigcao se ligam aos seus sitios especificos. Para isto, fo-
ram simuladas buscas considerando o processo de difusao facilitada com o FT’s se movendo
como uma difusao anémala, no qual em cada intervalo de tempo, as proteinas podem dar
passos de tamanhos variados, realizando saltos de 1 até n unidades em intervalos de tempo
iguais.

3 Modelo

Com auxilio de um modelo, foi simulado o processo de difusao facilitada, no qual os
FT’s alternam entre uma busca tridimensional na célula e busca unidimensional sobre o
ADN. Utilizando o conhecido método de Monte Carlo, foram executadas diversas buscas
para cada situacao possivel (diferentes valores de p,¢s e de tipos de difusao). Por se tratar
de difusdo anémala, em cada intervalo de tempo igual, cada fator de transcri¢do poderia
se mover de uma unidade até n unidades, sendo o tamanho do salto sorteado entre valores
inteiros de 1 até n, com iguais probabilidades. Foram simulados os dados de diferentes
valores da probabilidade p,¢s a fim de entender como este parametro pode influenciar na
dindmica da busca realizada em cada tipo de difusao considerado.

Y Y
Escolher uma Movimento
Escolner o — e -
> direao no »| unidimensional »  Alingir o alvo
tamanho do passo ;
citoplasma sobre 0 DNA

Figura 1: Diagrama do modelo computacional

Mais especificamente, o modelo proposto pode ser descrito pelo diagrama da Figura
1. Inicialmente, um fator de transcricao (FT) é colocado em um lugar no citoplasma es-
colhido de forma aleatéria. Em seguida, é sorteado um valor de 1 até «, que vai indicar o
tamanho do passo que serd dado pelo F'T numa etapa de simulacdo. Apds, com um sorteio
de 1 a 6, o FT pode se mover para um dos 6 sentidos possiveis com igual probabilidade.
Caso ele ultrapasse o limite colocado para fora da rede no formato cilindrico, o movimento
é rejeitado. Quando o FT atinge alguma parte da cadeia de ADN, ele inicia um movi-
mento unidimensional, sendo sorteada em cada intervalo de tempo, um movimento em
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dois sentidos possiveis. Mas em qualquer passo, o FT pode se soltar da cadeia de AND
com probabilidade p,s; e retornar ao citoplasma. Quando o FT atinge o alvo, colocado
no centro do ADN, o programa registra o nimero de passos necessdrios no citoplasma e
na cadeia de ADN e o tempo total gasto. A busca é realizada 1000 vezes para cada valor
de alpha, variando de 1 a 5, e para cada valor de p,s; e os resultados sao exibidos nos
graficos das Figuras 2, 3 e 4.

4 Resultados

A cadeia de ADN considerada nas simulacGes possui um formato cilindro com raio
10 e 200 de profundidade e, seguindo o método de Monte Carlo, foram executadas 1000
simulacoes para cada busca.

Nas figuras a seguir, os dados em amarelo representam a simulacao em que n = 1
(Difusao Normal). Para os dados em vermelho, tem-se n = 2. Para os pontos em azul,
n = 3. Para a cor preta, n = 4 e para os dados em verde, tem-se n = 5.

A linguagem utilizada foi Python em um computador com processador Intel(R) Core(TM)
15-3210M CPU 2.50GHz de 8,00MB RAM. Tempo de execugao: 34horas e 22minutos.
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Figura 2: p,rs X passos na massa.
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Figura 3: p,sr x passos no ADN.
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Figura 4: p,rs x tempo médio.

5 Conclusoes

Na Figura 1 podemos observar que a quantidade de movimentos realizadas no cito-
plasma por um FT que se desloca uma tnica unidade a cada passo de simulagao (difusao
normal) é superior com valores menores de p, s, mas se torna inferior comparada a outros
tipos de difusao quando n = 4 e n = 5 a partir de valores de probabilidade p,s; maiores
que 50%. Nota-se ainda que esta quandidade para FT com n = 2 (dados em vermelho) é
inferior aos demais tipos de difusdo para valores de p,fs iguais ou superiores 50%.

Os dados de simulacéo também corroboram com hipdtese de que sobre o ADN, quanto
maior o valor de p, s, maior a quantidade de movimentos sobre o ADN, mas o crescimento
se torna cada vez menor para valores maiores deste parametro de probabilidade. Na Figura
2, que analisa a quantidade de passos dados sobre a cadeia de ADN, é possivel notar que,
apesar de crescente, a curva gerada possui a concavidade para baixo, diferente do que
ocorre sobre o citoplasma, quando comparados dados de simulacoes para diferentes valores

de poyy-
Ainda na Figura 2, percebe-se que em valores menores de p,f; os resultados para
n = 5, a quantidade de movimentos necessdria para p,ry = 10 € inferior aos demais

valores de n, mas com com a probabilidade p,rs > 70, percebe-se que o nimero de passos
é superior, inclusive aos dados em amarelo (n = 1), que se esperava uma quantidade maior
de movimentos.

Na Figura 3 percebe-se que o tempo médio gasto por um FT na busca pelo sitio alvo
do ADN ¢ maior para difusao com n = 5 em situacoes nas quais os valores de p,;s sao
maiores ou iguais a 50%. E possivel observar ainda que para valores menores de p,ys, a
curva referente a cor amarela (n = 1) possui um tempo médio menor, mas com valores de
Pofs acima de 80, este tempo ¢é superado pelos outros tipos de difusao, exceto com o de
n = 2, que apresenta menor tempo médio para estes valores de probabilidades mais altos.
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