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1 Introducao

O sistema imunoldgico pode ser definido como um complexo emaralhado
de reagoes quimicas e que em muitas vezes nao se é entendido completamente.
Dentro deste sistema existe um elemento que, se nao existisse, o sistema como
um todo nao funcionaria. Ele é o MHC (Major Histocompability Complex —
Complexo Maior de Histocompatibilidade). E nele que se encontram todas
as informacoes sobre nossas proprias células e também de agressores que nos
atacaram em algum momento de nossas vidas. Com todas estas informacoes,
ele é o responsavel por coordenar o ataque aos organismos nocivos a nos.

2 Objetivo

Como o MHC ¢é o coordenador de todo o sistema imunolégico, é de se
esperar que médicos tentem entender como ele funciona e, principalmente,
como ele realiza a diferenciagao entre agressores e células do préprio orga-
nismo. Pesquisas neste setor, envolvem varios experimentos que se utilizam
de amostras do préprio corpo humano. Por isso, elas acabam sendo pesquisas
longas (podendo durar meses) e, muitas vezes, também custosas.

Com o auxilio de um simulador do MHC, alguns pontos das pesquisas
poderiam ser rapidamente resolvidos, como por exemplo, seria possivel des-
cobrir se um determinado elemento seria reconhecido pelo MHC como um
agressor ou nao antes de utiliza-lo em um paciente. Isto implicaria em utilizar
amostragens reais com mais eficiéncia. Com esta idéia em mente, comecou-se
este projeto de criacao de um simulador do MHC.

3 Desafio

Atualmente, existem alguns servigos que realizam algumas simulagoes,
porém elas nem sempre podem ser consideradas corretas. Assim, surgiu a
idéia de criar um simulador através de modelagem de estados e verificagoes
através de logicas proposicionais. No entanto, existem poucas pesquisas re-
alizadas neste ramo e, por isso, nao ha muitas referéncias que possam ser
utilizadas, dificultando este trabalho e tornando-o bastante prolongado.



4 Conceitos e Tecnologias Estudadas

4.1 Conceitos Biolégicos
Aminoacidos

Um aminodacido é uma molécula organica formada por atomos de carbono,
hidrogeénio, oxigénio, e nitrogénio unidos entre si de maneira caracteristica.
Alguns aminoacidos também podem conter enxofre.

Os aminoécidos sao divididos em quatro partes: o grupo amina (NH2),
grupo carboxilico (COOH), hidrogénio, carbono alfa (todas as partes se ligam
a ele), e um radical caracteristico de cada aminodacido.

Grupos

Os aminoacidos podem ser classificados de varias formas. No entanto,
para simplificar a diferenciacao entre eles e, assim, facilitar o desenvolvi-
mento do projeto, a classificagdo dos aminoacidos adotada foi a que divide
eles em quatro grupos distintos: os hidréfobos, os que realizam ponte de hi-
drogénio, os anionicos e os cationicos.

e Hidroéfobos

Estes aminoacidos tendem a fazer ligagoes com outros do mesmo grupo.

Alanina(a) Leucina(l)

Isoleucinal(i)



Fenilalanina(f)

Triptofano(w) Metinina(m)
e Ponte de Hidrogénio

Estes aminodacidos tendem a fazer ligacoes com outros do mesmo grupo.

Glicina(g) Serina(s)
Treoninaf(t) Cisteina(c)
Tirosina(y) Asparagina(n)



Glutamina(q)
e Anionicos

Estes aminodcidos tendem a fazer ligacoes com outros do grupo dos cationicos.

Aspartato(d) Glutamato(e)
e Catidnicos

Estes aminodcidos tendem a fazer ligagoes com outros do grupo dos anionicos.

Lisina(k)

Histidina(h)



Major Histocompability Complex - Complexo Maior de Histocom-
patibilidade

coa TCR cDd TCR

MHC Class | MHC Class il MHC

O Complexo Maior de Histocompatibilidade (MHC) é uma grande regiao
genomica ou uma familia de genes que, como dito anteriormente, possui
uma importante tarefa no sistema imunologico. E nele que se encontram
todas as informagoes sobre os antigenos do préprio ser humano (fragmentos
de peptideos das préprias células) e de antigenos externos (fragmentos de
microorganismos invasores)[1] e sao estas informagdes que ele apresenta para
as células brancas do sangue, chamadas células T, que possuem a capacidade
de matar ou coodenar o processo de exterminio de patdgenos ou células
infectadas ou defeituosas. [2]

Subgrupos

O MHC é dividido em trés grupos[3] chamados MHC classe I, MHC classe
IT e MHC classe I1I:

e MHC classe I - Codifica peptideos heterodiméricos de ligacao de
proteinas e também moléculas processadoras de antigenos.

e MHC classe II - Codifica peptideos heterodiméricos de ligacao de
proteinas e proteinas que modulam antigenos carregados para as proteinas
do MHC classe II pelos compartimentos lisossomicos.

e MHC classe III - Codifica outros componentes imunes.



Reconhecimento

O MHC é formado por intimeras proteinas que agem como indicadores
de antigenos (tanto do individuo como de invasores externos) nas superficies
das células. Cada proteina é formada por uma cadeia de aminoacidos. As-
sim o MHC ¢ capaz de reconhecer os antigenos através de fragmentos obtidos
do elemento a ser identificado, ou seja, ¢ verificado se os fragmentos (uma
cadeia de aminodcidos) do elemento desconhecido realiza uma ligagdo com
alguma parte do MHC através das forgas que iteragem entre os animodacidos.
Caso tal ligagao seja efetivada, entao dependendo da regiao onde esta ligacao
ocorreu, o MHC o reconhece como algo préprio do hospedeiro ou como algo
externo.

Caso se verifique que o antigeno pesquisado seja do prérpio hospedeiro e
que nada se encontra fora do normal, entao nenhuma precaucao é tomada
e todo o sistema imunoldgico é contido. No entanto, caso se verifique que
o antigeno nao pertenca ao hospedeiro, o sistema imunoldgico verifica se ele
pode ser um potencial agressor e, se necessario medidas urgentes sao tomadas.

H& dois modos para que um antigeno externo seja processadol4] e reco-
nhecido como tal:

e Através de células fagociticas como os macréfagos, neutrofilos e monédcitos
que degradam particulas estrangeiras que sao obtidas durante o pro-
cesso de fagocitose. Logo a seguir, essas particulas sao apresentadas
para as moléculas do MHC classe II.

e A outra maneira acontece quando uma célula do individuo é infectada
por uma bactéria ou um virus, ou quando ela se torna uma célula
cancerigena. Quando algum destes cendrios ocorre, a célula tende a
apresentar antigenos incomuns em sua superficie. Estes antigenos, nao
importando para que tipo de molécula do MHC sejam apresentadas,
desencadeiarao uma imunidade especifica no corpo do hospedeiro.

4.2 Conceitos Técnicos

Modelo de estados

O modelo de estados é uma técnica de resolugao de problemas complexos
que consiste em estrutura-los em varios estados, cada um com propriedades
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diferentes, e que estao interligados por férmulas logicas proposicionais.

A partir do modelo criado, é possivel verificar se uma dada férmula logica
satisfaz o modelo, através de uma pesquisa exaustiva.

NuSMV

NuSMV ¢é um programa opensource que fornece uma linguagem para
descricao de modelos de estados bem como a verificacao deles através de ex-
pressoes légicas. O sistema SMV original foi escrito por K. McMillian em
Carnegie Mellon University e o NuSMV foi uma reimplementacao dele, feita
em Trento por A. Cimatti e M. Roveri.[5]

O NuSMV permite checar sistemas de estados finitos através de especi-
ficagoes de légica temporal CTL (Computation Tree Logic) [6]. A liguagem
do NuSMV foi desenvolvida afim de permitir descricoes de sistemas de es-
tados finitos que podem ir desde modelos sincronos até modelos totalmente
assincronos. Ela também permite descrigcoes hierarquicas e reutilizagoes de
definicoes de componentes. O propdsito basico da linguagem do NuSMV é
a descricao, através de expressoes de calculo proposicional, de relacoes de
transicao entre estados finitos. Isto fornece bastante flexibilidade na escrita
do codigo, porém, ao mesmo tempo, traz também grandes perigos de incon-
sisténcia no cédigo.

Programas em NuSMV consistem de um ou mais modulos, sendo que um
deles deverd ser chamado de main, para indicar ao NuSMV qual deles sera
o controlador geral. Os mdédulos podem declarar variaveis e atribuir valores
para elas. As atribuicoes vao desde valores iniciais até valores futuros que
sao determinados por expressoes em termos dos valores atuais das varidveis.
Estas expressoes podem ser nao-deterministicas, normalmente utilizadas para
a modelagem de ambientes e para abstragoes.

Exemplo

O c6digo a seguir é um pequeno exemplo[7] de entrada para o NuSMV:



MODULE main
VAR
request ;| boolean,
status © fready, busy}
ASSIGN
iniffstatus) .= ready;
nexifstatus) = case
request | busy;

T fready, busy}
E5A0,

O programa contém duas variaveis: request do tipo boolean, onde 0
significa 'falso’ e 1 'verdadeiro’, e status do tipo enumeracao, onde seu valor
pode ser um dos dois: {ready, busy}. Os valores iniciais e subseqiientes
da variavel request nao sao determinados pelo programa, eles serao de-
terminados aleatoriamente pelo préoprio ambiente externo do modelo. Essa
pseudo-especificacao de request implica que o valor da variavel status sera
determinada parcialmente: inicialmente, ela serd ready e se tornara busy
sempre que request for verdadeiro. Se request for falso, o proximo valor
de status nao ¢é determinado.

A seguir, um esquema representando os estados criados pelo modelo es-
crito acima:




CTL

CTL (Computation Tree Logic)[7] é uma logica do tipo branching-time,
ou seja, seu modelo de tempo é uma estrutura do tipo arvore onde o futuro
nao é determinado; para cada modelo existem diferentes caminhos, onde
qualquer um deles pode ser o caminho 'real’ a ser percorrido.

Férmulas CTL podem ser escritas da seguinte forma:

¢ == L|TIpl(=9)[(0 A @)@V d)[(¢ — @) |AXG|EXG|AFG|EF
|AGO|EGP|A[pU ¢]| E[oU ¢]

Note que todos os conectivos temporais do CTL sao formados por um
par de simbolos. O primeiro dos simbolos é A ou E. A significa ’para todos
os caminhos’ e K, ‘existe pelo menos um caminho’. O segundo simbolo pode
ser X, F, G ou U, que significam, respectivamente, prozimo estado’, ‘algum
estado futuro’, todos os estados futuros’ e ’até que’. Estes pares de simbolos
sao indivisiveis, ou seja, nao se pode escrever um deles sem o outro.

5 Atividades Realizadas

O projeto foi divido em trés fases de planejamento:

5.1 Fasel

Nesta fase, cada aminoacido foi modelado separadamente e, as verificagoes
de existéncia de ligagoes eram realizadas somente entre dois aminoacidos.

Para cada aminodacido, existia um mddulo que os representava. Cada
modulo continha as quatro propriedades dos aminoécidos (hidréfobo, ponte
de hidrogénio, anionicos e catiénicos), todas do tipo boolean, onde 1 (verda-
deiro) significava que o aminodcido continha a propriedade, e 0 (falso) caso
ela nao lhe pertencia.

A verificagao de existéncia de ligagoes era feita nos proprios moédulos dos
aminoacidos. Dois aminodcidos eram escolhidos, para cada um era passado
o outro aminodacido e, ambos verificavam se as propriedades deles eram com-
pativeis um com o outro.
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Aminoacido Aminoacido
1 1 2

5.2 Fase 2

Nesta fase, foram criadas cadeias de aminoacidos simples, onde com-
posigoes geométricas nao foram levadas em consideracao, e um modelo que
verificava se duas cadeias poderiam se ligar.

A modelagem de cada cadeia se fez apenas em um tnico médulo. Cada
modulo continha um vetor indicando os aminoacidos da cadeia. Os aminoacidos
de cada cadeia foram representados através de dois apontadores que indica-
vam duas posicoes diferentes.

Para verificar se as duas cadeias conseguiam se ligar, um outro maédulo
verificava se os dois aminoacidos apontados em cada cadeia se ligavam forte-
mente e se eles estavam a distancias iguais (era verificado se a diferenga dos
indices dos vetores de cada cadeia eram iguais).
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Cadeia 1

Aminoacido Aminoacido
1 2

Arminoacido Arinoacido
1 2

Cadeia 2

5.3 Fase 3

Nesta fase, a modelagem foi praticamente mantida. Vetores de posicio-
namento foram adicionados para os médulos dos aminodcidos e a verificagao
de ligacao foi realizada através destas posicoes.

Nao foi identificada uma maneira eficaz de popular as posi¢oes automa-
ticamente, por isso elas necessitam de preenchimento manual.

6 Resultados e Produtos Obtidos

Os testes realizados para verificar se o cédigo criado gera modelos con-
dizentes com os fatos reais observados em laboratério consistiam em passar
duas cadeias de aminodcidos e verificar se o cddigo era capaz de responder
corretamente se as cadeias se ligam ou nao. Os testes também levavam em
consideracao o tempo que o codigo necessitava para dar a sua resposta. Ini-
cialmente, foram testadas cadeias de dois aminodcidos e este ntimero era
aumentado gradualmente.
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Para cadeias de até sete aminoacidos, o codigo respondia com certa pre-
cisao aos testes (cerca de 90% deles eram respondidos corretamente) e suas
repostas eram obtidas imediatamente apds ser chamado. Para cadeias de
tamanho maior do que sete aminoacidos, o codigo respondia corretamente as
verificacoes, porém ele necessitava de mais tempo para responder, sendo que
quanto maior era o tamanho da cadeia, maior era o tempo gasto.

O tempo necessario para verificagoes de cadeias de até dez aminodacidos
era por volta de alguns minutos. No entanto, este tempo aumentava rapi-
damente com o aumento do tamanho da cadeia e, para cadeias de quinze
aminoacidos, o tempo necessario era praticamente de um dia. Com o au-
mento do tamanho das cadeias, o cédigo comegou a demonstrar pequenas
quedas em sua taxa de acertos, para cadeias de dez aminoacidos ele acertava
82% dos testes. Esta diminuicao na taxa de acertos é percebida pois quanto
maior for o tamanho das cadeias, mais complexas suas estruturas tridimen-
sionais se tornam e também ha a possibilidade de influéncias de reagoes nao
previstas pela implementagao, como as interagoes entre os aminoacidos da
prépria cadeia.

7 Conclusao

Cadeias de aminodacidos reais podem possuir mais do que trinta aminoacidos.
Apesar do codigo criado neste projeto responder corretamente a maioria dos
testes, o tempo necessario para que o codigo envie a resposta de verificacao
para cadeias deste tamanho é grande demais para competir com verificadores
ja existentes. Logo, o cddigo final criado por este projeto se torna inviavel
para que médicos o utilizem como ferramenta para suas pesquisas.

No entanto, ha diversas melhorias que podem ser realizadas. Como o
c6digo responde bem para mais da metade dos testes realizados, é necessario
otimiza-lo para que suas respostas sejam retornadas em tempo competitivel
com os verificadores atuais. Também hé a necessidade de automatizar a mo-
delagem das estruturas tridimensionais, o que diminuird o trabalho realizado
pelo modelador e também diminuird possiveis erros de modelagem. Uma ou-
tra melhoria que poderia ser feita é a pesquisa de diferentes iteracoes entre
os aminodacidos, para tornar as simulacoes mais parecidas com as observagoes
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reais.

A partir destes resultados, é possivel verificar que um simulador do MHC
pode ser construido através de modelos de estados e verificacoes logicas,
porém ainda ha melhorias que necessitam serem feitas antes que este pro-
grama possa ser considerado como uma ferramenta para pesquisas médicas.
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