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Resumo

A replicacao de DNA de células eucariotas é um processo que ocorre essencialmente de
forma paralelizada, iniciando-se diversas vezes ao longo da fase S do ciclo celular em
sitios denominados ”origens de replicagao”. Todavia, a dinamica desse processo € sujeita
a fatores tais como a frequéncia de disparo de cada origem e eventuais colisoes entre as
maquinarias de replicacao e de transcricao. Existe a hipdtese de que essa dinamica esteja
por tras das diferencas de arquitetura genomica entre Trypanosoma cruzi e outros kine-
toplastideos. Para investigar essa questao, neste projeto propomos a construcao de um
modelo computacional estocastico para estudar as propriedades dinamicas da replicacao
em 7T. cruzi, em particular aspectos das colisoes que ocorrem durante esse processo. Esse
modelo computacional serd desenhado utilizando cadeias de Markov, implementado em
Python e ajustado utilizando informacdes biolégicas da literatura e também as produzidas
em nosso laboratério. Esperamos, ao simular o modelo ajustado com diferentes condigoes,
descobrir propriedades emergentes da dinamica de replicagao de DNA em T. cruzi e, num

segundo momento, também em outros kinetoplastideos e em levedura.

Palavras-chave: Ciclo celular, modelo computacional, replicacao do DNA, trans-

cricao do DNA, kinetoplastideos
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Capitulo 1
Introducao

Em organismos eucariotos, a replicacao de DNA consiste na duplicacao dos cromossomos
que compoem o material genético de uma dada célula. Tal processo ocorre essencialmente
de forma paralelizada, iniciando-se diversas vezes ao longo da fase S do [ciclo celular em
sitios denominados “origens de replicacao”. Também durante o ciclo celular acontece o
processo de transcrigao de RNA ao longo do cromossomo. Propriedades como a probabi-
lidade de ativacao de cada origem de replicacao e o momento da fase S em que elas sao
ativadas nao sao homogéneas, assim como nao o ¢ a atividade de transcricao em cada
regiao do DNA. H4 variacOes, ainda, na eficiéncia da maquinaria de replicacao em du-
plicar o DNA a partir de cada uma dessas origens; o que, em muitos casos, é devido a
colisoes dessa maquinaria com a de transcrigao. A dinamica de colisao entre maquinarias
de replicacao e de transcricao deve variar entre espécies distintas, levantando a hipdtese
de que ela esteja por tras das diferencas na arquitetura gendmica observadas entre as
vérias espécies de protozodrios do grupo dos kinetoplastideos (7riTryps) [Sil+17].

Vérios esforcos para investigar essa questao foram reportados: em 2012, utilizando
next-generation marker frequency analysis (MFA-Seq), uma técnica 6mica de larga escala,
foi mapeada a distribuicao das origens de replicagao nos cromossomos de Trypanosoma
brucei [Tie+12] TREU927 e, em 2015, de espécies do género Leishmania [Mar+15|, todas
elas do grupo dos kinetoplastideos. Mais recentemente, sob a coordenacao da Dra. Maria
Carolina Elias, foi iniciado o Projeto Tematico ‘‘How do common and diwverged features of
the replicative stress response shape the biology of Tri'Tryp parasites?’, com participagao
do Dr. Richard McCulloch (Universidade de Glasgow, Reino Unido). Através dessa cola-
boragao, foi feito o mapeamento com MFA-Seq das origens de replicacao em Trypanosoma
cruzi, o kinetoplastideo causador da Doenca de Chagas. Apesar desse ensaio mostrar de
forma imediata a frequéncia de disparo de cada origem de replicacao, a dinamica de co-
lisao entre maquinarias de replicagao e de transcrigao, para 7. cruzi, T. brucei e demais
kinetoplastideos, permanece como problema em aberto.

Este trabalho propoe-se a abordar esse problema através da construcao de um modelo

computacional capaz de simular a fase S do ciclo celular de kinetoplastideos, para isso


https://en.wikipedia.org/wiki/Cell_cycle
http://www.bv.fapesp.br/en/auxilios/92819/how-do-common-and-diverged-features-of-the-replicative-stress-response-shape-the-biology-of-tritryp/
http://www.bv.fapesp.br/en/auxilios/92819/how-do-common-and-diverged-features-of-the-replicative-stress-response-shape-the-biology-of-tritryp/
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utilizando dados bioldgicos como a distribuicao das origens de replicacao, as velocidades
médias de replicagao e de transcricao e os sitios de inicio de transcricao, permitindo a
adequacao do modelo aos resultados observados in vitro. Como estudo de caso, focamos na
modelagem e simulagao da replicacao de T. brucei TREU927, o parasita responsavel pela
doenca do sono. Com este trabalho, esperamos contribuir para um maior entendimento
sobre a influéncia das colisoes sobre a replicacao de DNA como um todo, ao utilizar o

modelo ajustado para prever o comportamento do sistema em diferentes situagoes.

1.1 Organizacao do trabalho

O restante desta monografia estd organizado da seguinte maneira: no capitulo [2| expli-
caremos alguns conceitos bioldgicos importantes para o entendimento deste trabalho. No
capitulo[3, apresentaremos a estrutura do modelo proposto e as regras que governam a sua
dinamica. No capitulo [4 percorreremos os detalhes computacionais do desenvolvimento
e da implementacao do modelo. J& no capitulo |5, analisaremos os resultados obtidos,
comparando-os com resultados obtidos por experimentos in vitro; destacaremos ainda a
contribuigao desses resultados para o avango da drea. Finalmente, no capitulo [] faremos
uma avaliacao do trabalho realizado durante este ano e das dificuldades para a criagao do

projeto e desta monografia.



Capitulo 2
Conceitos Fundamentais

O entendimento desta monografia envolve alguns conhecimentos essenciais de graduagao
na area de Ciéncias Bioldgicas; portanto, neste capitulo, abordaremos alguns desses con-
ceitos de Biologia Celular e Molecular, dessa forma facilitando a leitura dos capitulos
seguintes para o publico-alvo deste trabalho. Conceitos adicionais também serao apresen-

tados nos capitulos seguintes, conforme forem sendo necessarios.

2.1 O DNA, o genoma e o0 cromossomo

O DNA (abreviagao de deoxyribonucleic acid) é a molécula que carrega as instrugoes do
material genético de um organismo vivo. Suas informagoes controlam toda a dinamica
celular, incluindo seu crescimento, proliferacao e resposta a estimulos externos. Grande
parte dos recursos e da arquitetura de uma célula sao voltados para a manutencao e a
replicacao de seu conjunto de moléculas de DNA, conhecido como genoma (figura .

O genoma de uma célula é formado por duas moléculas de DNA complementares entre
si, formando um cromossomo. Cada uma dessas moléculas de DNA, também chamadas de
fitas, é constituida de uma sequéncia de nucleotideos (moléculas pequenas que funcionam
como “tijolos” na montagem da molécula de DNA), como representado na figura . Nu-
cleotideos podem apresentar diferencas quimicas entre si, o que nos permite classifica-los
em 4 grupos, representados comumente pelas letras A (adenina), T (timina), C (citosina)
e G (guanina). E sabido que, a fim de unir as fitas do DNA, ocorrem ligagoes, através
de pontes de hidrogénio, entre grupos especificos desses nucleotideos. Especificamente,
nucleotideos do grupo A ligam-se a nucleotideos do grupo T, enquanto os do grupo C
ligam-se aos do grupo G.

Além da estrutura e composicao quimica do DNA, costumamos adotar um sistema de
orientacao para as molécula: as extremidades do cromossomo sao marcadas com 3’ ou 5’
(le-se “trés-linha”e “cinco-linha”, respectivamente), valores que dizem respeito a indices
de atomos de carbono que compoem a base de um nucloetideo. A sequéncia do DNA é
lida sempre na diregao de 3’ para 5’ (figura .

3
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Figura 2.1: Caridétipo parcial do Trypanosoma brucei. Ao lado de cada cromossomo
é apresentado seu comprimento, em milhares de bases, assim como o posicionamento de
seus respectivos centromeros. Figura extraida de Obado et al. [Oba-+07].

Figura 2.2: Molécula de DINA. Note sua estrutura de dupla-fita organizada em formato
de hélice. Figura extraida de dominio publico.
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Figura 2.3: Representacao do cromossomo. Representacao da estrutura de cromos-
somo utilizada no modelo, com N pares de bases.

2.2 O ciclo celular

O ciclo celular é uma série de eventos que ocorrem em cada célula, culminando na du-
plicagao de seu material genético e em sua divisao celular. A divisao celular é realizada por
todos os organismos vivos, sendo essencial tanto para seu crescimento (no caso de organis-
mos multicelulares) quanto para sua reproducao. Em organismos eucariotos (aqueles que
possuem membranas envolvendo o material genético e outras partes internas da célula),

como os kinetoplastideos estudados neste trabalho, as fases que compoem o ciclo celular

(figura sao:

1. Gap 1 (G1): A célula cresce e se prepara para a duplicagdo do genoma;

2. Synthesis (S): A célula duplica seu material genético, sintetizando novas moléculas

de DNA, idénticas a originais;
3. Gap 2 (G2): A célula cresce e se prepara para a divisao celular;

4. Mitosis (M): A célula se divide em duas células filhas, com cada uma delas recebendo

uma das duas copias do material genético e entrando novamente em G1.

Quando estao em G1, células também podem entrar em um estado quiescente (GO), no
qual ela nao cresce nem se replica. Caso elas eventualmente saiam de GO, as mesmas
retornam para G1 (figura . Nesta pesquisa, estamos interessados em estudar os pro-
cessos que ocorrem durante a fase S do ciclo celular e como esses processos interagem

entre si.

2.2.1 A fase S

Na fase S do ciclo celular ocorre a duplicacao do material genético da célula. Durante
esta fase, conjuntos de proteinas se ligam ao DNA, formando “maquinarias de replicacao”,
também conhecidas como replissomas, as quais serao responsaveis por percorrer a dupla-

fita de DNA, duplicando-a (figuraf2.5). No fim da fase S, a célula terd o dobro do material

genético inicial, quantidade necessaria para a divisao celular que ocorrera em seguida.
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)

Figura 2.4: Representacao das fases do ciclo celular. Durante o ciclo, a célula
percorre as fases G1, S, G2 e M, nesta ordem. As fases G1, S e G2 sao consideradas
subdivisoes da intérfase (segmento laranja). Figura extraida de dominio ptblico.

»E

Two identical
DNA molecules:
half new, half

from original

*E

Figura 2.5: Duplicagcao do material genético durante a fase S. Proteinas se ligam a
molécula de DNA e sao responsaveis por separar suas duas fitas e por ligar os nucleotideos
que formarao a molécula nova. Figura extraida de dominio publico.

Original DNA Criginal DNA strands
pried apart

=

Piciure Credit: Visionleaming.com
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2.3 As origens de replicacao

J& foi mostrado que, na fase S da grande maioria dos organismos, replissomas nao se ligam
a qualquer regiao do DNA, mas sim a pontos especificos, cujas localizacbes dependem
tanto de fatores filogenéticos (como a espécie do organismo), quanto de fatores mais
complexos como o estado da molécula de DNA durante a replicacao, incluindo a presenca
de danos sobre o cromossomo e a porcentagem da molécula ja duplicada no momento da
ligacao [Shi+98]. A esses pontos damos o nome de origens de replicagao, conceito que

serda amplamente abordado nos proximos capitulos.

2.3.1 Origens constitutivas, flexiveis e dormentes

Dependendo da frequéncia e das circunstancias de disparo das origens replicativas, pode-

mos agrupa-las em 3 categorias distintas:

1. Origens constitutivas disparam consistentemente nos primeiros momentos da fase

S e sao as mais visiveis em experimentos de mapeamento de disparo das origens.

2. Origens flexiveis sao regioes do DNA com menor probabilidade de ligacao de
maquinarias de replicacao, mas cujo disparo ainda é necessario para que a fase S
seja completa em tempo habil. A denominagao flexivel vem exatamente da falta de

consisténcia na posicao de disparo destas origens.

3. Origens dormentes sao aquelas que nao disparam naturalmente durante a fase
S, mas sim sao induzidas a ativacao na presenca de falhas e danos ocorridos no

processo de replicacao.

No capitulo seguinte, ficara claro como nosso modelo trata cada uma destas categorias.

2.4 O RNA e o RNA mensageiro

Outra molécula de extrema importancia para a célula, o RNA (ribonucleic acid) é res-
ponsavel, entre outras fungoes, por expressar segmentos especificos do DNA, os genes. Tal
expressao resulta em moléculas de RNA conhecidas como RNA mensageiros (mRNAs).
Essas moléculas contém a informagao genética do DNA em um formato que pode ser in-
terpretado e utilizado pelos varios mecanismos das células. Por exemplo, mRNAs sao uti-
lizados por uma maquinaria macromolecular conhecida como ribossomo para a producao
de proteinas, traduzindo a informacao contida no mRNA em sequéncias especificas de

aminodcidos.
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2.5 A transcricao

Moléculas de mRNA sao sintetizadas principalmente por uma proteina chamada RNA
polimerase (RNAP). Uma RNAP percorre um dado gene, sintetizando “on-the-fly”a

molécula de mRNA, utilizando para isso a sequéncia de nucleotideos do gene como molde

(figura [2.6).

—

Figura 2.6: Processo de transcrigao. RNAP (sigla para RNA polimerase, representada
em laranja) é uma das proteinas responsaveis pela transcricao. Note a cadeia de RNA
(azul) sendo criada sobre a cadeia de DNA (preto). As proteinas a esquerda estao reali-
zando outras atividades sobre a molécula de DNA. Figura extraida de dominio ptblico.

2.5.1 Transcrigoes policistronica e constitutiva

Durante o desenvolvimento deste trabalho, fizemos duas hipdteses importantes sobre a
transcrigao, com base em informagoes sobre o comportamento desse processo em trypa-

nossomatideos, a familia de kinetoplastideos mais estudada em nosso laboratoério.

e A transcrigao ¢ policistronica, ou seja, cada RNA mensageiro transcrito contém
informacoes referentes a varios genes consecutivos. Ou seja, uma tnica molécula
de mRNA permite, apés um processamento pds-transcricional, a traducao de varias
proteinas diferentes. Em nosso trabalho, estamos mais interessados na andlise das

regioes de transcricao do que na localizacao de cada gene individual.

e A transcricao é constitutiva, ou seja, ela ocorre com uma frequéncia constante, sem
nenhuma modulacao por fatores de transcricao ou outras moléculas de controle.
Aqui, a frequéncia da transcricao representa o numero de vezes por minuto que

RNAPs ligam-se as regioes policistronicas.

2.6 Conflitos replicacao-transcricao

Tendo em vista os processos estudados anteriormente, supondo que a replicacao e a trans-

cricao ocorram de forma concomitante ao longo da fase S do ciclo celular, é evidente que
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esses processos podem entrar em conflito entre si. De fato, quando as maquinarias de
replicagao (replissoma) e transcrigdo (RNAP) se aproximam uma da outra sobre uma
fita de DNA, elas se influenciam negativamente, levando a problemas (algumas vezes
irrepardveis) na duplicagdo do material genético.

No decorrer desta monografia, daremos o nome de “colisao” a essa influéncia negativa
entre as maquinarias. Em especial, se as maquinarias estiverem se movendo em sentidos
opostos sobre o DNA no momento do conflito, a colisdo sera “frontal”, ou “head-to-head”;
por outro lado, se as maquinarias estiverem se movendo no mesmo sentido, a colisao sera
“nao-frontal”, ou “head-to-tail”. As colistes frontais sao as maiores responsaveis pelo
dano causado aos cromossomos durante a fase S e, portanto, serao as mais estudadas

neste trabalho.
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Capitulo 3

Um modelo da dinamica de
replicacao de T. brucer TREU927

Neste capitulo, abordaremos o modelo proposto para simular a dinamica de replicacao
de T. brucet TREU927. Na criacao desse modelo, selecionamos aspectos da estrutura
do genoma e da dinamica do ciclo celular necessarios para o desenho de um sistema
dinamico que capturasse aspectos essenciais da replicacao de DNA desse parasita. Com
isso, esperavamos aproximar nosso modelo as medidas experimentais obtidas em ensaios
i vitro e in vivo e, assim, utilizar o modelo para fazer previsoes sobre a dinamica de

replicacao de DNA desse organismo.

3.1 Representacao da estrutura do genoma

Para a realizacao deste trabalho, nos restringimos ao processo de replicagao do genoma
que ocorre ao longo da fase S do ciclo celular. Mais especificamente, focamos na descri¢ao
das estruturas e propriedades que dizem respeito a replicacao e transcricao do material
genético, que serao apresentadas a seguir.

Conforme apresentamos no capitulo[2| o genoma é o conjunto de todos os cromossomos
que compoem o material genético de uma dada célula. Cada simulacao de nosso modelo
é aplicada sobre uma instancia do genoma do 7. brucei TREU927 e, dessa forma, todos
os resultados obtidos sao relacionados ao genoma como um todo.

O cromossomo ¢ a unidade formadora do genoma e sobre sua estrutura ocorrem todos
os processos relevantes para nosso estudo. Em nosso modelo, uma vez que podemos
guardar a informacao sobre em qual fita pertence uma dada regiao policistronica, podemos
representar cada cromossomo por um unico vetor, cujo comprimento é o nimero de pares
de bases que o formam (figura 2.3)).

Durante uma simulacao, cada cromossomo ¢ percorrido em ambos os sentidos por

varios elementos dinamicos que pertencem a um dos dois tipos: as maquinarias de re-

11
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plicacao e de transcricao.

3.1.1 Maquinarias de replicacao

A fim de realizar a replicacao do DNA, véarias maquinarias conhecidas por replissomas se
ligam ao cromossomo (o par de bases em que ocorreu a ligagao é conhecido como “origem
de replicagao”) e percorrem a fita de DNA em ambos os sentidos, formando duas forqui-
lhas replicativas (figura . Dessa forma, em uma simulagao representamos a replicagao
de um par de bases simplesmente atualizando o vetor com um valor que indica que houve
replicacao desse nucleotideo naquele instante de tempo desde o inicio da simulacao; é
interessante fazer dessa forma, pois assim podemos recuperar facilmente o histérico da
dinamica de replicacao do cromossomo. Além disso, ao longo de uma simulagao, também
precisamos guardar a localizacao corrente de cada um dos replissomas. Em nossas si-
mulacoes, trabalhamos com um ntimero maximo de replissomas que podem estar dispa-
rados ao mesmo tempo, de maneira similar a feita por Gindin e colegas [Gin+14]; com

isso, emulamos a restricao da disponibilidade desse recurso no interior da célula.
¥ 5
1 g M

Figura 3.1: Representacao do processo de replicagao. Neste exemplo, colocamos
no cromossomo, de forma arbitraria, duas origens de replicacao, 6; e #,. Note como as
forquilhas replicativas (ovais azuis) partem das origens e percorrem o €Cromossomo nos
dois sentidos, duplicando-o (segmento verde).

3.1.2 Maquinarias de transcricao

Essas maquinarias, cujo principal representante é a RNAP, também se ligam ao cromos-
somo; entretanto, os pontos do cromossomo em que ocorrerao ligacoes da RNAP sao
regioes imediatamente anteriores ao inicio de regioes policistronicas. Como a transcrigao
de T. brucei TREU927 é constitutiva, a frequéncia de disparo de RNAPs em cada uma
das regioes policistronicas é constante (figura . Ao longo de uma simulagao, precisa-
mos guardar a localizacao corrente de cada uma das RNAPs. Quando uma RNAP chega
ao final da regiao policistronica, ela é removida da simulacdo. Em nosso modelo, nao

colocamos um limite maximo de RNAPs operando simultaneamente.

3.2 Representacao da dinamica de replicacao de DNA

Devido a nosso interesse nos detalhes do processo de replicacao do DNA, limitamos este

estudo a fase S do ciclo celular, com as simulagoes capturando dados desde o momento

12
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Figura 3.2: Representacao do processo de transcricao. As RNAPs, ou seja, as ma-
quinarias de transcrigao (circulos vermelhos), estao contidas as regides de transcri¢ao, ou
seja, as regioes policistronicas (setas amarelas). RNAPs se ligam no inicio da regiao e se
movem num unico sentido (indicado pela seta) para seu fim. Note que miltiplas RNAPs
podem percorrer a mesma regiao de transcricao simultaneamente, pois cada regiao poli-
cistronica dispara RNAPs a uma frequéncia fixa (i.e., elas tém transcrigdo constitutiva).

da agregagao da primeira maquinaria de replicagdo (em outras palavras, a ativacao da
primeira origem) até a duplicagao completa do material genético.

A partir do momento em que uma maquinaria de replicacao se liga ao DNA, duas
forquilhas partem do par de bases da ligacao e comegam a percorrer o cromossomo em
sentidos opostos, duplicando a fita numa velocidade média de aproximadamente 64 pares
de bases por segundo |Cal+15]. Simultaneamente, maquinarias de transcri¢do percor-
rem as regides de transcri¢ao do cromossomo (cada regiao de transcri¢io é percorrida
em um sentido especifico) a uma velocidade aproximada de 40 pares de bases por se-
gundo |Cal+15].

O disparo das origens de replicacao esta limitado a disponibilidade de recursos da
célula: o nimero maximo de forquilhas percorrendo o DNA em um determinado instante é
um dos parametros de grande importancia de nosso modelo (utilizamos desde uma quanti-
dade pequena de recursos, por volta de 5 forquilhas simultaneas, até quantidades maiores
do que o esperado para o genoma humano, aproximadamente 60 forquilhas [Gin+14]).
Analogamente, o processo de transcrigao também estd sujeito aos recursos celulares. Essa
restricao foi traduzida, no modelo, através do controle da frequéncia com que maquina-
rias iniciam o processo de transcrigdo em cada regiao (variamos a frequéncia entre 0 e 1
disparos por minuto, de acordo com fontes de nosso laboratério).

Embora duas forquilhas replicativas possam colidir entre si, esse processo é esperado
durante a fase S: ele representa o fim da duplicagdo de um segmento do DNA e é se-
guido pelo desprendimento das forquilhas, sem dano ao DNA (figura . As regioes de
transcricao em uma fita do DNA sao disjuntas, portanto todas maquinarias de transcrigao
percorrendo a mesma regiao se movem na mesma dire¢ao, garantindo que nao haja colisao
entre essas maquinarias.

Todavia, como discutimos nos capitulos anteriores, um dos pontos de estudo centrais
de nosso modelo sao os conflitos existentes entre os processos de transcricao e replicacao
que ocorrem durante a fase S, principalmente devido a colisoes entre as varias maquinarias
percorrendo a fita de DNA concomitantemente. No modelo, as possiveis naturezas dos
conflitos e seus respectivos tratamentos, tendo como base dados biolégicos obtidos em

nosso laboratorio, sao:

13
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Figura 3.3: Encontro de forquilhas replicativas. Ao se encontrarem, as forquilhas se
desligam do DNA e podem ser usadas futuramente no disparo de outras origens.

e Colisao Frontal (head-to-head). Ocorre quando uma forquilha replicativa en-
contra uma maquinaria de transcrigdo se movendo em sentido oposto (figura .
A colisao frontal leva a um grande estresse sobre a estrutura do DNA, em geral
causando danos a sua estrutura. Neste caso, a maquinaria de transcri¢ao é retirada
da fita de DNA, levando a falha desta transcricao. Da mesma forma, a forqui-
lha replicativa é incapaz de continuar a duplicacao do DNA e se desliga, ficando
disponivel para ser disparada em outro ponto do genoma (no mesmo ou em outro
cromossomo). A duplicagdo do DNA s6 serd completa caso forquilhas provindas de
outra origem de replicacao atinjam a regiao do conflito; a vinda de tais forquilhas
pode ou nao ser induzida em resposta ao dano deste tipo de colisao: testamos es-
sas duas possibilidades nos experimentos computacionais que serao apresentados no
capitulo 5]

e Colisao Nao-Frontal (head-to-tail). Ocorre quando uma forquilha replicativa
encontra uma magquinaria de transcrigdo se movendo no mesmo sentido (esta colisao
¢ possivel pois a velocidade média de transcricao ¢ menor que a de replicacao, como
mostrado na figura . Em conflitos desta natureza, a maquinaria de transcricao
também é retirada do DNA, porém o menor dano ao DNA permite que a forquilha

replicativa continue o processo de duplicagao do DNA normalmente.

3.3 Definicao da distribuicao de probabilidade de dis-

paro de origens de replicacao

Durante o desenvolvimento do modelo, foi necessario estipularmos um algoritmo nao-
arbitrario de decisao para as regioes do cromossomos onde devem ocorrer a ligacao das
maquinarias replicativas (origens de replicagdo). Num primeiro momento, focamos nos
resultados de experimentos biol6gicos de MFA Sequencing |[Tie+12], a partir do qual

apontamos pontos especificos do DNA como origens constitutivas (como abordado no

14
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Figura 3.4: Representagao da colisao frontal entre maquinarias. A forquilha re-
plicativa movendo-se para a direita colide frontalmente com a maquinaria de transcrigao.
Isso faz com que ambas sejam retiradas da fita de DNA. Outras maquinarias de transcricao
podem surgir e transcrever a regiao onde houve o conflito.
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Figura 3.5: Representagao da colisao nao-frontal entre maquinarias. A forquilha
replicativa movendo-se para a direita colide com a maquinaria de transcricao movendo-se
no mesmo sentido. Isso faz com que a maquinaria de transcricao seja retirada da fita de
DNA, mas a forquilha replicativa procede normalmente. Novas maquinarias de transcri¢ao
podem surgir sobre a regiao ja duplicada do cromossomo.
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16 CAPITULO 3. UM MODELO DA DINAMICA DE REPLICACAO DE T. BRUCEI TREU823

capitulo anterior, sao origens que consistentemente disparam nos primeiros momentos da
fase S).

Utilizando somente esses resultados, entretanto, nao fomos capazes de adequar o tempo
de fase S ao obtido nos experimentos in vitro. Com isso em mente, decidimos aprimorar o
modelo através da aplicacao de conceitos utilizados no modelo de Gindin et al. [Gin+14].
Ao invés de forgar o disparo de origens em algumas regioes, estipulamos duas propriedades

para o genoma:

1. O numero maximo N de forquilhas replicativas que podem estar ativas simultanea-

mente numa mesma célula.

2. Uma distribuicao de probabilidade P que define, para cada base de um cromossomo,

sua probabilidade de ativacao em cada instante de simulagao da fase S.

Em conjunto, essas propriedades efetivamente transformam nosso modelo em um pro-
cesso estocastico, no qual as origens disparam majoritariamente ao redor dos picos de P.
A limitacao do nimero de forquilhas traduz de forma coerente o comportamento biolégico
da replicacao, no qual a disponibilidade de replissomas é uma limitacao para o avango
da replicacao do material genético. Essa distribuicao de probabilidade é obtida através
da transformagao linear dos valores obtidos em um ensaio de MFA-seq (figura 3.3(a));
entretanto, ao invés de garantir que os picos do experimento serao regioes constitutivas, a
distribuicao P simplesmente traduz os resultados do experimento de maneira estocastica,
gerando uma “superficie de probabilidade” (figura [3.3{(b)).

Utilizando esta forma de modelagem, a separacao entre origens constitutivas e flexiveis
¢ fluida: uma “origem constitutiva” é simplesmente uma origem cuja probabilidade de
disparo ultrapassa um limiar estipulado, nao havendo outras diferencas entre esses tipos de
origens. As origens dormentes, por outro lado, estao fora da distribuicao de probabilidade,
sendo que seu disparo esta condicionado exclusivamente a presenca de colisoes frontais
ocorridas sobre o cromossomo. De fato, a ativacao destas origens tem como objetivo a
duplicacao de regioes que ficariam privadas de maquinarias replicativas devido a danos
causados ao DNA.

16



3.3. DEFINICAO DA DISTRIBUICAO DE PROBABILIDADE DE DISPARO DE ORIGENS DE
3.3 REPLICACAO 17

(b)

Figura 3.6: (a) Exemplo de resultados do experimento de MFA-seq para um cromossomo
(cromossomo 8 do T. brucet TREU927). Figura extraida de Tiengwe et al. [Tie+12].
(b) Distribui¢ao de probabilidade obtida através de uma transformagao linear sobre os
resultados do experimento. Note a acentuacao dos picos e vales, feita para a melhor

traducao do modelo. Em ambas as figuras, o eixo horizontal representa as bases da fita
de DNA.
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Capitulo 4

Implementacao de um simulador do

modelo dinamico

Neste capitulo, apresentaremos os trabalhos visando a implementacao de um simulador
para o modelo dinamico proposto no capitulo 8] Apds o estudo extensivo de diversos
outros trabalhos na area, organizamos a implementacdo em quatro etapas: i) coleta de
informagoes a priori relevantes em repositorios publicos e na literatura, organizando-os em
um banco de dados relacional; ii) especificagao do simulador; iii) escolha de uma linguagem
de programagao apropriada; iv) implementacao dos métodos e das estruturas de dados
necessarios para gerenciar a progressao de uma simulacao. As decisoes tomadas em cada
uma dessas etapas foram pontos continuamente revisados durante o desenvolvimento deste
trabalho.

4.1 Organizagao de informacoes a priori em banco

de dados relacional

Para tornar o acesso das informagoes eficientes e, mais importante, facilitar o comparti-
lhamento dos dados obtidos com outros modelos, optamos por utilizar um banco de dados
relacional. Para o gerenciador desse banco, optamos pelo SQLite (figura , cujo ponto
forte é a facilidade de acesso pela linguagem Python.

Uma vez definido o esquema do banco, tratamos de populd-lo com as informacgoes
necessarias para a simulagao da dinamica de replicacao de T. brucei TREU927. Os dados
para a modelagem da estrutura do genoma, incluindo o comprimento de cada cromossomo
e as regioes de transcricao, foram obtidos do TryTripDB, um banco de recursos sobre
kinetoplastideos. As velocidades das forquilhas replicativas e de transcrigao (RNAP)
provém de resultados obtidos por Calderano et al. [Cal+15|, enquanto a duragao média
da fase S partiu de experimentos bioldgicos realizados em nosso laboratério por Santos et

al. A distribuicao de probabilidades e a distancia interorigem médias foi obtida a partir
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Transcription Region

—

+ start_base: integer

Chromosome

+ code: text —d

+ length: integer

+end_base: integer

+ transcription_speed: integer

+ replication_speed: integer

+ organism: text \ » Replication Origin

+ base: integer

+ MFASeq_score: real

Figura 4.1: Diagrama das Entidades do Banco. Note que nao é necessario modelar a
entidade “genoma”, uma vez que ele é o conjunto de todos os cromossomos com 0 mesmo
organismo.

de dados de MFA-Seq de Tiengwe et al. [Tie+12].

4.2 Especificacao do simulador

Na modelagem de processos bioldgicos, o uso de orientacao a objetos permite estudarmos
cada estrutura isoladamente e, num momento seguinte, estudar o comportamento do
sistema quando essas estruturas interagem entre si. Dessa forma, mapeamos as estruturas
definidas no capitulo |3| em objetos (figura . Faremos agora uma descricao das classes

especificadas.

Classe Genome. Agrupa os cromossomos e € responsavel por verificar o fim da

simulacao, que ocorre quando todos os cromossomos foram replicados.

Classe Chromosome. Responsavel por armazenar e atualizar o estado dos pares
de bases: quando uma forquilha replicativa percorre uma regiao de um cromossomo,

este a duplica, marcando as bases que a compoem como duplicadas.

Classe Fork. Percorre um cromossomo, podendo ser instancias das classes Trans-
cription Fork ou Replication Fork, ambas derivadas de Fork. Como dito anterior-
mente, o movimento das forquilhas de replicacao é registrado através da duplicacao
dos pares de bases, enquanto que o movimento da forquilha de transcri¢ao nao fica
armazenado, contudo ele é imperativo para podermos avaliar as colisoes entre as

duas maquinarias.
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Figura 4.2: Diagrama UML dos Classes Relevantes do Sistema.

Além das classes acima, existem classes de gerenciamento, responsaveis por ligar for-

quilhas ao cromossomo no momento oportuno:

Classe Transcription Region. Representa cada regiao de transcricao de um
cromossomo e, com uma certa frequéncia pré-definida, cria novas maquinarias de

transcrigao que percorrem a regiao (desde o par de bases inicial da regiao até o
final).

Classe Awvailable Resources. Libera forquilhas para se ligarem aos cromossomos.
Note que cada regiao de transcricao é prépria de um cromossomo (de fato, ela
representa um segmento de bases daquele cromossomo); os recursos para forquilhas
replicativas, por outro lado, sao compartilhados por todos os cromossomos de um
genoma. Dessa forma traduzimos mais precisamente a “competicao” por replissomas

que ¢ caracteristica da fase S do ciclo celular [Gin-+14].

4.3 Escolha da linguagem de programacao

Para escrevermos o cédigo do projeto, escolhemos a linguagem de programacao Python. A
escolha foi feita principalmente pelo fato de Python permitir atender a quatro necessidades

da implementacao, a saber:
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1. Desenvolver scripts para a analise e integracao dos dados obtidos na literatura a
nossos proprios. A variedade de formatos em que essas informacoes sao encontradas
requereu uma linguagem capaz de fazer o tratamentos de strings de forma rapida e

natural;

2. Organizar as estruturas bioldgicas com orientacao a objetos, de forma a isolar as
caracteristicas de cada entidade e limitar a interacao entre diferentes estruturas,
permitindo uma melhor adequagao dessas interagoes ao comportamento observado

experimentalmente;

3. Aproveitar a eficiéncia de poderosas bibliotecas matematicas, como o NumPy e o
SciPy, permitindo calculos mais precisos e eficientes, principalmente no tratamento

de colisoes;

4. Paralelizar a execucao das simulacoes, aumentando a eficiéncia e a escalabilidade do

modelo.

Em alguns raros momentos do desenvolvimento, utilizamos as linguagens Perl, para
analisar rapidamente alguns dos resultados das simulacoes, e SQL, para gerenciar direta-

mente o nosso banco de dados.

4.4 Execucao das simulacoes

A execucao do modelo envolve repetidas iteracoes sobre os processos de replicagao e de
transcricao, cada uma dessas iteracoes representando uma fracao do tempo da fase S.
Apéds a preparacao dos cromossomos, o modelo imediatamente inicia a fase S do ciclo
celular, no qual dois processos principais acontecem: o avango das maquinarias ligadas
aos cromossomos e a ligacao de novas maquinarias a esses.

O avango das maquinarias, como exposto no capitulo [3| estd sujeito a colisoes de
diversos tipos. Nosso sistema utiliza Discrete Fvent Simulation, ou seja, seu avango
ocorre em intervalos de tempo suficientemente pequenos, de forma que seja minima a
chance de ocorréncia de multiplos conflitos simultaneos. Assim, as colisoes sao tratadas
logo apds sua ocorréncia, seguindo o comportamento estipulado para colisoes frontais e
nao-frontais discutido no capitulo anterior (figura . Devemos considerar, ainda, que
cada maquinaria avanca somente até seus limites. Forquilhas replicativas movem-se até
encontrarem uma das pontas do cromossomo, outra forquilha seguindo em direcao oposta
ou uma base ja duplicada do cromossomo. Ja maquinarias de transcricao estao limitadas
as suas respectivas regioes de transcricao.

A ligacao de novas forquilhas replicativas (caixa azul na figura foi um dos pontos
de maior discussao deste trabalho; a maneira definitiva que escolhemos para esse proce-

dimento, similar & feita por Gindin e colegas [Gin+14], é apresentada na figura 4.4, A
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Figura 4.3: Fluxograma Principal da Execucao do Programa. As caixas retangu-
lares representam processos da execucao, enquanto as ovais mostram pontos de testes. As
caixas em azul e em laranja sao explicadas em mais detalhes nesta secao.
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Figura 4.4: Fluxograma do Processo de Ligacao de Forquilhas Replicativas. As
caixas retangulares representam processos da execucao, enquanto as ovais mostram pontos
de testes.

B ainda nao foi
duplicada?

cada intervalo de tempo pré-definido, o programa escolhe uma base dentre todas as do
genoma para ser disparada (em outras palavras, para receber forquilhas replicativas e se
tornar uma origem de replica¢ao). Para toda base do genoma estd associada uma pro-
babilidade de ativacao que serd testada quando aquela base for escolhida para o disparo.
Ser escolhida e passar no teste de disparo, entretanto, nao sao suficientes para escolher a
base como uma origem: somente bases ainda nao duplicadas podem ser escolhidas como
origens (caso contrario, forquilhas replicativas seriam ligadas a regides ja duplicadas, o
que é biologicamente impossivel).

A ligagao de maquinarias de transcri¢ao (caixa laranja na figura ¢ mais simples: a
cada intervalo de tempo pré-definido, cada regiao de transcrigao dispara uma maquinaria
em sua posicao inicial. Essa maquinaria percorre a regiao e ¢é retirada ao atingir o fim

daquela (ou possivelmente antes, no caso de algum conflito).
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Capitulo 5

Resultados em experimentos

computacionais

5.1 Simulacao deterministica somente com origens

constitutivas

Num primeiro momento, restringimos nossa simulacao as origens constitutivas apontadas
pelo ensaio de MFA-Seq [Tie+12], as quais foram disparadas simultaneamente no inicio
da simulagao. Sob essas condigoes, mesmo com a auséncia de transcri¢cao, nao fomos
capazes de simular toda a replicacao do material genético dentro do tempo de fase S

medido experimentalmente. Esses resultados foram sumarizados na figura [5.1}

30000

28448
25000 24107
20968 20854
20000
15000 1905 131 | -
11292 I Required replication time
9%78 S phase duration (~ 2.3)
10000
8104 71
4840
50 I
0
1 2 3 4 5 6 1 8 9 10 1

Megabase chromosome number

Time (sec)

S

Figura 5.1: Tempo da fase S simulada para cada um dos 11 cromossomos do T.
brucei. A linha em vermelho representa o tempo de fase S medido experimentalmente.
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E importante notar que, embora alguns cromossomos tenham completado sua re-
plicacao dentro do tempo experimental, o tempo de duragao da fase S é definido como
o intervalo de tempo entre o primeiro disparo de origem até a replicacao completada
de todos os cromossomos. No experimento realizado, por exemplo, o tempo de duracao
da fase S seria de 28448 segundos (tempo de replicagdo maximo entre os cromossomos),
aproximadamente 400% maior que a duragao experimental.

Observamos que os resultados obtidos para esse experimento podem ser obtidos através

de uma férmula analitica, enunciada a seguir:

Theorem 5.1.1. Seja v a velocidade da forquilha replicativa. Para um dado cromossomo
de comprimento N, seja © = 01,...,0)g] o conjunto ordenado (por posi¢io no cromos-
somo) de origens constitutivas. O limite inferior T(0©) para o tempo de replicag¢ao deste

cromossomo somente utilizando as origens de © é:

7(0.(1,N)) = mancicersi{ 56~ 01 . (5.1)

onde 00 = —91 (& 8‘@|+1 =2N — 8‘@|.

Demonstracgao. Esta demonstragao é feita por inducao em |©]. Se |©| = 1, entdo a
ativacao da unica origem gera duas forquilhas replicativas. Uma se move da localizagao

f, a 1, enquanto a outro se move da localizacao #, a N, ambas com velocidade v. Portanto,

temos que:

T(0,(1,N)) =T({0:}, (1, N)) (5.2a)

= max{ﬁ, Vb } (5.2b)
v v
B 20, 2(N —6y)
= max{ 50’ 20 } (5.2¢)
B 01+ 61 2N — 26,
= max{ 50 2m } (5.2d)
= max{ b (_61), (2N = 6,) = 6, } (5.2e)
2v 2v
= max{ b = 90, Blet+1 — o } (5.2f)
2v 2v
1

= maX1<i<|®|+1{%(9z‘ - Qi—l)}- (5.2g)

Agora considere |©| > 1. Definimos Q@ = {fjg} e A = © — Q. Além disso, vamos
. 010/—06— , . e S
definir Ny = 1252 ¢ Ng = N — Ny, o que é equivalente a dividir a instancia original
em duas partes: a primeira que contém a ultima origem (fg|) e o segmento final do
cromossomo, que comega no ponto médio entre g — 1 e i (ou seja, onde ocorre o

encontro das forquilhas replicativas dessas origens) e N; e a segunda com as origens
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restantes (61, ...,0g—1) e o segmento inicial do cromossomo. Com isso, temos:
T(@a <17N>) :T({61779|@|}7<17N>) (53&)
= maX{T(A, (1, N4)), T(Q, (1, NQ>)} (5.3b)

Ny — N, —
:max{max{ﬂ,...,A—%},max{ﬂ,&}} (5.3¢)
v v v v

1 1
= maxy MmMaxy<i<|A|+1 %(Oéi - ai—l) y MaX1 < <|Q|+1 %(wz - wi—l)

RN

inductionﬁypothesis inductionzypothesis
(5.3d)
1 1
= maxy maxigig(el-1+1y 5 (0 = 0i-1) o maxi<icy1q 5 (el = er-1)
(5.3e)

1 1
= max{maxlgi§@|{%(9i - 91'1)}, maX|@§i§|@+1{%(9i - eil)}}

(5.3f)
1
= maX{Hl&XlSzS@H_l{%(ei — 911)}} (53g)
1
= maXlgz‘geH{%(ei — (91'1)}- (5.3h)
0

5.2 Simulacoes de Monte Carlo sem transcrigao

A partir dos resultados anteriores, ficou evidente a necessidade de um sistema nao-
deterministico de escolha das origens de replicagao. Com esse objetivo, partimos dos
dados quantitativos do MFA-Seq para a criacao de uma distribuicdo de probabilidade

capaz de reger o sistema de disparo.

Estipulamos ainda, com base nos resultados obtidos por Gindin et al. [Gin+14], um
limite para o numero maximo de forquilhas que podem atuar simultaneamente sobre
o genoma. Perceba que este limite aplica-se ao genoma como um todo, e nao a cada
€romossomo, ja que o processo de replicagao ocorre sobre todo o genoma da célula e ha a

necessidade de compartilhamento de recursos entre os cromossomos.
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Figura 5.2: Distribuicao de probabilidade e contetido AT dos cromossomos. Em
azul, esta representada a distribuicao de probabilidade obtida a partir de dados de MFA-
Seq para os cromossomos do T. brucei. Em laranja, esta o conteido AT de cada regiao
desses cromossomos.

5.2.1 Construcao da distribuicao de probabilidades de origens

constitutivas e flexiveis

Como discutimos anteriormente, os conceitos de origens constitutivas e flexiveis deixaram
de ser definidos a forca a partir deste ponto do modelo. A ligacao das forquilhas replica-
tivas ao DNA simplesmente segue uma distribuicao de probabilidade obtida através dos
experimentos de MFA-Seq (figura linhas azuis). A medida que a simulagao avanga,
diferentes pontos do cromossomo sao escolhidos como possiveis regioes de disparo; nesse
momento, a probabilidade definida pela distribuigao é testada e, em caso de sucesso, aquele
ponto torna-se uma origem de replicagao, a partir do qual partem forquilhas replicativas
nos dois sentidos da molécula de DNA.

5.2.2 Resultados das simulacoes

Ao realizarmos as simulagoes utilizando a distribuicao de probabilidade construida, foi

necessaria a validagao dos resultados, verificando quao bem foi feita a traducao desta
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Figura 5.3: Instante de replicacao das bases dos cromossomos durante a fase
S, na auséncia de transcrigao. Cada grafico representa a dinamica de replicagao de
um dos 11 maiores cromossomos de 7. brucei TREU927. Em cada grafico, o dominio é o
indice de uma base do cromossomo e a imagem é o momento da fase S no qual ocorreu a
replicacdo da respectiva base (se em “early S”, “mid S”ou “late S”.

distribuicao para a efetiva replicacao dos cromossomos.

Com esse intuito, registramos o instante da fase S simulada em que cada par de bases
dos cromossomos foi replicada (figura . Dessa forma, fomos capazes de constatar que
regioes com alta probabilidade de disparo realmente foram duplicadas mais cedo durante
a fase S, em relacdo a regides com baixa probabilidade (exemplo mostrado na figura .

Apos esta validagao, obtivemos resultados sobre 2 propriedades de interesse: o tempo
médio de duracao da fase S (TM) e a distancia média entre origens consecutivas para o
genoma (distancia interorigens, DM). Através destes resultados, expostos na tabela ,
nao fomos capazes de encontrar uma unica quantidade de recursos N que satisfizesse
tanto a duracao da fase S (aproximadamente 8300 segundos) e a distancia interorigens
(aproximadamente 260 mil bases), obtidos in witro. Entretanto, conseguimos estipular
valores para N que respeitassem pelo menos um desses valores. KEsses valores servirao
como base para as simulagoes seguintes, na presenca de transcrigao.

Podemos analisar os resultados da tabela [5.1] de outra maneira: ao invés de observa-
mos o tempo final da replicacao, supomos que a o processo terminou dentro do tempo
experimental da fase S (8300 segundos) e observamos que velocidade as forquilhas repli-
cativas deveriam possuir para satisfazer essa hipotese. Através desta logica, obtivemos a

figura [5.5]
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8500

8000

7000

6500

6000

5500

(a)

(b)

Figura 5.4: (a) Tempo de replicacao de cada base do cromossomo 8, na auséncia de
transcri¢ao. (b) Distribuigao de probabilidade para as bases do cromossomo 8. Note que
as regides com alta possibilidade de disparo (picos em (b)) correspondem as regides que
replicaram mais cedo durante a fase S (vales em (a)).

Tabela 5.1: Resultados das simulagoes na auséncia de transcricao com veloci-
dade da forquilha replicativa de 65 bases por segundo, apés 1000 simulacoes.

N

TM (segundos)

DM (bases)

10
20
30
40
50
60
70
80
90
100

45227.4 + 479.8

281796.7 + 33630.6

22074.4 £ 120.7
14634.8 £ 62.1
10955.3 £ 41.4
8765.9 £+ 32.9

7307.5 £ 29.4
6269.6 = 27.0
5492.9 £ 25.2
4886.1 + 23.2
4405.9 + 23.2

154564.9 £ 15092.5
106760.9 £ 8466.0
81950.3 + 5803.1

66746.3 + 4150.1
56411.1 + 3386.2

49071.9 £ 2805.7

43324.0 + 2263.2

38762.6 + 1854.4

35180.6 + 1605.8
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Figura 5.5: Distancia interorigem média para o cromossomo, em funcao do nimero
de forquilhas e da velocidade necessaria para a finalizacao da fase dentro do tempo expe-
rimental. O ponto vermelho constitui o nimero de recursos para o qual a velocidade de
forquilhas esté préxima do esperado, mas a distancia interorigem estd inferior ao esperado.
Por outro lado, o ponto amarelo representa o ntimero de recursos para o qual a distancia
interorigem esta coerente, mas a velocidade das forquilhas estd acima do esperado.
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5.3 Simulacoes de Monte Carlo com transcrigcao

Ao inserirmos o processo de transcricao no modelo, surge como nova variavel de interesse
a frequéncia da transcricao, ou seja, quantas vezes, por intervalo de tempo, maquina-
rias sao ligadas aos inicios das regioes de transcricao. A existéncia de conflitos entre os
processos também possibilita a falha da replicagao celular devido ao empacamento das for-
quilhas. Portanto é de nosso interesse, mais do que verificar quando ocorreu a replicagao
completa do genoma, medir qual porcentagem do material genético foi duplicada durante
o tempo de fase S medido.

Com essas variaveis em mente, realizamos 2 conjuntos de experimentos, ambos li-
mitando a duragao da simulagdo a 8300 segundos (igual a duracao da fase S medida
experimentalmente) e fixando a velocidade das maquinarias de transcrigdo em dois tergos
da velocidade das maquinarias de replicagao. Em um primeiro momento, os parametros

utilizados foram:
1. Numero de Recursos N de 50 forquilhas.
2. Velocidade das maquinarias de replicagao de 65 bases por segundo.

A partir dos resultados destes experimentos, apresentados na tabela [5.2] percebemos
que o crescimento da frequéncia de transcricao leva a diminuicao da distancia interorigens.
Especulamos que essa reducao seja devida a liberagao de forquilhas replicativas durante
as colisoes, levando a uma maior disponibilidade de forquilhas para serem disparadas.
Nao foi possivel, entretanto, apontar diferencas nas porcentagens de replicacao através

das varias frequéncias de transcricao.

Tabela 5.2: Resultados das simulacoes na presenca de transcrigao e utilizando
o primeiro conjunto de parametros, apés 10 simulagoes.

Frequéncia (disparos/minuto) DM (bases) Porcentagem de Replicacao
2 37139.6 £+ 1534.6 0.934 + 0.004
0.7 42555.8 + 1145.2 0.941 + 0.003
0.4 45716.5 + 1804.8 0.940 4+ 0.004

Num segundo experimento, abordamos o outro conjunto de parametros obtido a partir

das simulacoes sem transcrigao:
1. Numero de Recursos N de 10 forquilhas.
2. Velocidade das maquinarias de replicagao de 338 bases por segundo.

Observando os resultados da tabela [5.3] é possivel apontar que a presenca de transcricao
possui maior impacto sobre a porcentagem de replicacao quando o niimero de recursos
diminui. Analisando o progresso da simulacao em alguns cromossomos, percebemos que

um menor numero de recursos implica na reducao da capacidade da célula de cobrir
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regioes do cromossomo cuja duplicacao foi impedida pela presenca de conflitos entre as

magquinarias.

Tabela 5.3: Resultados das simulagoes na presenca de transcricao e utilizando
o segundo conjunto de parametros, apos 10 simulagoes.

Frequéncia (disparos/minuto) DM (bases) Porcentagem de Replicacao
2 62335.0 + 1585.2 0.893 £+ 0.006
0.7 81375.1 + 3746.8 0.912 £+ 0.006
0.4 94911.2 + 4121.8 0.920 £+ 0.005

Os resultados referentes a distancia interorigem podem ser melhor visualizados através

da figura [5.6|

mF=50,v==65bp/sec (*); F =10, v =338 bp/sec (**)

300000
=
< 250000
8
{g‘:; 200000
:
< 150000
D
® 100000 -
o T
£ 50000 . -
(4]
g ] ] ]
0 150 60 30

Transcription period (sec)

Figura 5.6: Resultados das simulagoes na presenca de transcricao. (*) Primeiro
conjunto de parametros. (**) Segundo conjunto de parametros.
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Capitulo 6
Conclusao

Neste capitulo recapitularemos os resultados obtidos, assim como listaremos os desafios

que deverao ser enfrentados em uma eventual continuidade desta linha de pesquisa.

6.1 Recapitulacao do projeto e de suas contribuicoes

Através deste projeto, abordamos diversos conceitos relacionados a duplicagao do ma-
terial genético celular. Estudamos a fundo as propriedades bioldgicas desse processo e
apontamos pontos para os quais poderiamos contribuir através de uma abordagem com-
putacional. Focamos no estudo da replicacao do Trypanosoma brucei — organismo de
interesse para outros trabalhos do Instituto Butantan — e construimos um modelo compu-
tacional, escrito em Python, capaz de produzir dados relevantes a partir de informacgoes

obtidas in vitro. A partir de nosso modelo, conseguimos:

e Observar o processo de replicacao na auséncia de transcricao e apontar a incapaci-
dade de conclusao deste processo utilizando somente as origens replicativas aponta-

das pelo experimento de MFA-Seq.

e Construir uma férmula analitica para o cédlculo do tempo minimo de replicacao de

um cromossomo utilizando um conjunto de origens constitutivas.

e Traduzir os dados do experimentos de MFA-Seq em uma distribuigao de probabili-

dade capaz de traduzir melhor o comportamento do disparo das forquilhas.

e Medir o impacto da presenca de transcri¢gao no processo de replicacao com diferentes

parametros.

Além disso, ao longo do desenvolvimento do programa, agrupamos e organizamos
diversos dados da literatura sobre o genoma do Trypanosoma brucei, que poderao ser

utilizados em diversos outros trabalhos da area.
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6.2 Trabalhos futuros

H4 dois caminhos claros através dos quais pode ser feita a evolucao imediata deste projeto:

1. Expansao do conjunto de organismos estudados, com a inclusao de cepas do Try-
panosoma cruzi e da levedura. Para isso, serao necessarias tanto adaptagoes no
processo de simulacao para que sejam levadas em conta as diferencas entre essas
espécies, quanto a expansao do banco de dados através do estudo da literatura e da

realizacao de novos experimentos.

2. Estudo dos mecanismos de controle dos danos causados ao DNA pelas colisoes. A
abordagem de um desses mecanismos — o disparo de origens dormentes em resposta
aos conflitos — foi iniciada durante a realizacao deste trabalho, porém nao pode
ser concluida. Um caminho para viabilizar esse estudo seria definir, a partir da
ocorréncia de uma colisao head-to-head, o disparo de uma origem dormente na regiao
rica em AT mais proxima do local de conflito entre maquinarias; tais regides sao

ilustradas nos picos das linhas em vermelho da figura [5.2

6.3 Visao geral do aluno sobre o projeto

O desenvolvimento deste trabalho foi, sem duvida, minha melhor realizacao académica.
Através dele tive a oportunidade de estudar conteudos em areas distantes das que eu
esperava abordar quando estava iniciando este curso de computacao, além de poder me
inserir no ambito da pesquisa, experienciando a dinamica das carreiras fora do mercado
de trabalho. Este trabalho também serviu como uma étima oportunidade para aprimo-
rar minhas habilidades em desenvolvimento de software, apresentacao e divulgacao de

projetos, organizacao e realizacao de atividades interdisciplinares.

6.4 Histérico do projeto

A preparacao para o desenvolvimento deste projeto comecou em agosto de 2016, quando,
por indicagao de um colega do curso, conheci o Dr. Marcelo da Silva Reis e comegamos
a estudar o tema da replicacao celular. Abordamos desde os pontos mais gerais até as
especificidades que seriam importantes para o desenvolvimento de nosso modelo.

Comecamos, entao, o trabalho arduo de desenvolvimento deste projeto, intercalado
frequentemente por momentos de estudo e aprofundamento na literatura, com enfoque
tanto nos conceitos bioldgicos quanto na resolucao dos problemas computacionais que
surgiram ao longo do desenvolvimento.

No final de 2016, o trabalho foi apresentando com um poster no IME-USP, como

finalizacao da disciplina Apoio a Pesquisa. Ja em outubro de 2017, outro poster foi apre-
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sentado na X-Meeting, conferéncia internacional de bioinformatica e, em novembro de
2017, mais uma apresentacao foi feita na Reunidao Cientifica Anual do Instituto Butan-
tan. Todas essas apresentacoes reforcam a importancia do trabalho e permitiram meu

crescimento como aluno e pesquisador.

6.5 Desafios superados ao longo da execucao do pro-
jeto

Ao longo da criacao do modelo surgiram intimeros desafios, principalmente sobre conheci-
mentos biolégicos dos quais eu tinha pouca ou nenhuma base no inicio do desenvolvimento.
As varias exposicoes do trabalho ao publico cientifico, incluindo toda a preparacao até a
eloquéncia durante as apresentacoes, também foram dificuldades vencidas durante esses

ultimos meses.
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