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Resumo

Tripanossomat́ıdeos são protozoários endoparasitas cujos genes estão organiza-

dos em policistrons e têm transcrição constitutiva ao longo de todo ciclo celular.

Esses fatos sugerem que conflitos entre as maquinarias de replicação de DNA e de

transcrição levam a um aumento do disparo de origens de replicação na fase S do

ciclo celular. Para investigar essa hipótese, desenvolvemos um modelo de replicação

de DNA para Trypanosoma brucei que foi calibrado com dados de MFA-seq e utili-

zado para prever e validar que um aumento dos ńıveis de transcrição constitutiva de

fato leva a um aumento do número de origens disparadas. Recentemente, foi con-

clúıdo o mapeamento das origens de T. cruzi através de ensaios de MFA-seq, que

revelou que diversas origens estão localizadas em regiões codificadoras de dispersed

gene family 1 (DGF-1), uma famı́lia de genes que é relevante para o ciclo de vida do

parasita. Uma vez que genes DFG-1 têm uma grande variabilidade genética, uma

possibilidade é que a mesma seja uma consequência de conflitos entre as maquinarias

de replicação de DNA e de transcrição, o que implicaria que a distribuição de origens

de replicação em T. cruzi é condicionada pela organização genômica desse parasita.

Neste projeto, propomos investigar essa questão através da modelagem computacio-

nal da dinâmica de replicação de DNA de T. cruzi. Para isso, adaptaŕıamos para T.

cruzi o modelo dinâmico da programação de replicação de DNA desenvolvido para

T. brucei, calibraŕıamos o mesmo com dados de MFA-seq, e faŕıamos experimentos

computacionais para diferentes conjuntos de parâmetros. Executaŕıamos os mesmos

experimentos também para outras distribuições (sintéticas) de policistrons, o que

permitiria a comparação com a organização genômica real. Dessa forma, esperamos

avaliar o impacto da organização genômica e de conflitos replicação-transcrição na

programação do disparo de origens de replicação em T. cruzi, em particular em

regiões de genes DFG-1, assim ajudando a elucidar um dos mecanismos que garan-

tem o sucesso do parasita na invasão e sobrevivência em seu hospedeiro.

mailto:victorseijih@gmail.com
mailto:marcelo.reis@butantan.gov.br


Deciphering the DNA replication dynamics in
Trypanosoma cruzi through computational modeling

Applicant: Victor Seiji Hariki

Advisor: Marcelo da Silva Reis

Center of Toxins, Immune-response and Cell Signaling (CeTICS)
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Abstract

Trypanosomatids are endoparasitic protozoan whose genes are organized into

polycistrons and have constitutive transcription along the whole cell cycle. Those

facts suggest that conflicts between DNA replication and transcription machineries

yield increased replication origin firing in the cell cycle S phase. To investigate

that hypothesis, we developed a DNA replication model for Trypanosoma brucei

that was calibrated with MFA-seq data and used it to predict and validate that in-

creasing constitutive transcription levels indeed increase the number of fired origins.

Recently, it was concluded the DNA origins mapping for T. cruzi through MFA-

seq assays, which unveiled that several origins are located in coding regions of the

dispersed gene family 1 (DFG-1), a family of genes that is relevant for the parasite

life cycle. Once DFG-1 genes have high genetic variability, one possibility is that

conflicts between DNA replication and transcription machineries are responsible for

such variability, which implies that the origin firing distribution in T. cruzi is con-

ditioned by the genomic organization of that parasite. In this project, we propose

to investigate such question through the computational modeling of the DNA repli-

cation dynamics of T. cruzi. We would adapt for T. cruzi the dynamic model of

DNA replication programming originally developed for T. brucei, calibrate it with

MFA-seq data, and carry out a number of computational experiments for different

sets of parameter values. We would also repeat those assays for other (synthetic)

distribution of polycistrons, thus allowing the comparison with the actual genomic

organization. Therefore, we expect to be able to assess the impact of the interplay

between genomic organization and replication-transcription conflicts on the DNA

origin firing programming in T. cruzi, in particular in DFG-1 genomic regions,

thus helping to understand one of the underlying mechanisms that guarantees the

successful invasion and survival of the parasite in its host.
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1 Introdução

A famı́lia dos tripanossomat́ıdeos é composta por protozoários endoparasitas obrigatórios,

alguns deles de relevância biomédica, tais como o Trypanosoma cruzi (o agente etiológico

da doença de Chagas) e o T. brucei (causador da doença do sono). Como as moléstias

causadas por espécies dessa famı́lia de protozoários são consideradas pela Organização

Mundial da Saúde como doenças negligenciadas [1], a biologia desses organismos é intensa-

mente estudada em busca de alvos moleculares, visando intervenções farmacológicas para

prevenção e tratamento de infecções. Tais estudos já revelaram que tripanossomat́ıdeos

têm caracteŕısticas biológicas peculiares; entre elas, o fato de seu genoma ter seus genes

organizados em policistrons (i.e., sequências lineares de genes que são transcritos juntos

em uma única molécula de RNA) e também a presença de uma transcrição constitutiva

(i.e., que ocorre o tempo todo, sem regulação por fatores de transcrição em sua região

promotora) ao longo de todo o ciclo celular. Por conta disso, a dinâmica de replicação de

DNA desses organismos também conta com propriedades bastante espećıficas.

A replicação de DNA em eucariotos, o que inclui os protozoários, é iniciada em śıtios

genômicos denominados origens de replicação. Em cada um desses śıtios, um par de

maquinarias de replicação denominadas replissomos se liga ao mesmo e dá ińıcio à re-

plicação do DNA, com os dois replissomos partindo em sentidos opostos; chamamos esse

fenômeno de disparo de origem de replicação. A transcrição, por sua vez, ocorre com

o aux́ılio de uma enzima chamada RNA polimerase (RNAP). A organização genômica

dos tripanossomat́ıdeos leva a ocorrência de conflitos entre as maquinarias de replicação

de DNA e de transcrição. Existem dois tipos desses conflitos: colisões traseiras (head-

to-tail) e frontais (head-to-head) [2]. Colisões traseiras são resolvidas com o replissomo

desalojando a RNAP da fita de DNA; já as colisões frontais em geral não são solucionadas

facilmente, e suas ocorrências podem levar a um colapso do replissomo ou mesmo à que-

bra da fita de DNA [2]. Visando estudar o impacto dos conflitos entre as maquinarias de

replicação de DNA e de transcrição na dinâmica de replicação de DNA em Trypanosoma

brucei, desenvolvemos um modelo computacional estocástico que simula a programação

da fase S desse organismo (Figura 1). Esse modelo foi baseado em um modelo dinâmico

de replicação de DNA reportado anteriormente [3], e calibrado com dados experimen-

tais dispońıveis na literatura, tais como a distribuição dos śıtios putativos de origens de

replicação fornecidos por ensaios de MFA-seq [4], assim como outras propriedades do pro-

cesso tais como velocidade estimada do replissomo e duração da fase S [5, 6]. Simulações

desse modelo com diferentes conjuntos de parâmetros mostraram que ńıveis crescentes

de transcrição constitutiva levam a um aumento do número de conflitos, que por sua

vez induzem um incremento no número de origens de replicação disparadas; todavia, tal
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aumento não produz alterações significativas no tempo necessário para replicar todo o

DNA desse parasita, uma previsão que foi confirmada experimentalmente [7].

Mais recentemente, em um estudo liderado pela Dra. Maria Carolina Elias (La-

boratório de Ciclo Celular, Instituto Butantan), foram conclúıdos ensaios de MFA-seq

para outro tripanossomat́ıdeo, o T. cruzi (Araujo e colegas, manuscrito enviado para

publicação). Ao comparar o perfil de replicação de DNA por cromossomo fornecido por

esses ensaios de MFA-seq com as localizações dos policistrons nesse parasita, foi consta-

tado um grande número de origens de replicação putativas em regiões codificadoras de

genes da famı́lia dispersed gene family (DFG-1). Genes DGF-1 são fundamentais no ciclo

de vida de T. cruzi, pois os mesmos codificam protéınas de superf́ıcie celular importantes

no sucesso da infecção e também da sobrevivência do parasita no hospedeiro. Como os

genes DGF-1 possuem grande variabilidade genética, uma possibilidade é que conflitos

entre as maquinarias de replicação e de transcrição desempenhem um papel fundamental

nessa propriedade, uma questão em aberto e que poderia ser investigada com modelos

computacionais similares aos que empregamos com sucesso em T. brucei.

Figura 1: Modelo dinâmico da replicação de DNA em T. brucei. No exemplo, temos
um segmento de um cromossomo com duas origens de replicação (θ1 e θ2). Quando simulamos
replicação de DNA e transcrição ao mesmo tempo, se temos uma colisão frontal entre maquina-
rias de replicação de DNA (replissomo) e de transcrição (RNAP), então ambas são desalojadas
do DNA, deixando a replicação inacabada. No caso deste exemplo, uma terceira origem de
replicação, localizada entre θ1 e θ2, precisaria ser disparada para completar a replicação inter-
rompida por tal conflito. Figura extráıda de da Silva e colegas [7].
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2 Objetivos

O objetivo geral desta proposta é a utilização de modelagem computacional para investi-

gar a programação da replicação de DNA de Trypanosoma cruzi, o protozoário causador

da doença de Chagas. Para este fim, adaptaŕıamos para T. cruzi o modelo dinâmico de-

senvolvido originalmente para T. brucei e implementado em linguagem de programação

C++, utilizando para ajuste desse modelo dados dispońıveis na literatura e também o

MFA-seq de T. cruzi recém-conclúıdo.

Como objetivo espećıfico, propomos testar a hipótese de que a organização genômica

do parasita combinada com conflitos entre as maquinarias de replicação de DNA e de

transcrição são importantes tanto para a programação da replicação de DNA em T.

cruzi quanto para a variabilidade genética verificada nos genes da famı́lia DFG-1. Para

isso, executaŕıamos experimentos computacionais, nos quais simulaŕıamos o modelo a ser

constrúıdo um grande número de vezes para cada conjunto de valores de parâmetros. Ini-

cialmente, utilizaŕıamos nessas simulações a organização genômica real do parasita, que

seria obtida de repositórios públicos de informações biológicas; num segundo momento,

repetiŕıamos esses ensaios com topologias aleatorizadas (i.e., sintéticas), o que nos permi-

tiria testar, ao comparar as programações de replicação de DNA obtidas com a topologia

genômica real contra as obtidas simulando o modelo com topologias sintéticas, a hipótese

mencionada acima.

3 Metodologia

A metodologia desta proposta de projeto de iniciação cient́ıfica consistiria na execução

de três etapas sequenciais: 3.1) Coleta e organização de informações da replicação de

DNA de T. cruzi dispońıveis, tanto da literatura e/ou repositórios públicos quanto os

produzidos em nosso laboratório e ainda não publicados; 3.2) Execução dos experimentos

computacionais; 3.3) Análise dos resultados obtidos.

3.1 Coleta e organização de informações biológicas

Informações biológicas relevantes para a construção do modelo dinâmico deverão ser

coletadas de repositórios públicos tais como o TriTrypDB e o GeneDB [8, 9]. Entre

outras informações relevantes, precisamos coletar:

• Tamanho de cada cromossomo, isto é, o número de pares de bases;

• Distribuição da programação de replicação de DNA (obtida com MFA-seq);
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• Localização, tamanho e sentido de transcrição dos policistrons;

• Duração de todo o processo de replicação de DNA;

• Velocidade estimada do replissomo.

Para organizar todas essas informações, cogitamos utilizar o gerenciador de banco de

dados SQLite, já empregado nas primeiras implementações do simulador do modelo de

replicação de DNA de T. brucei reportado anteriormente [7]. Todavia, caso seja necessário

adotar um gerenciador mais robusto, uma alternativa seria utilizarmos o MySQL.

3.2 Experimentos de simulação do modelo de replicação de DNA

de T. cruzi

Uma vez organizados todos os dados mencionados na seção anterior, a próxima etapa seria

realizar os experimentos computacionais propriamente ditos. Para esse fim, adaptaŕıamos

o simulador de modelo de replicação de DNA de T. brucei que foi utilizando no trabalho

anterior [7], dispońıvel publicamente em:

github.com/msreis/ReDyMo-CPP.

Esse simulador foi codificado em C++, o que garante um bom desempenho do ponto

de vista de consumo de tempo computacional. Além disso, utilizaŕıamos para realizar

lotes de simulações uma servidora recém-adquirida pela Diretoria Cient́ıfica do Instituto

Butantan, que conta com uma configuração adequada para computação cient́ıfica de alto

desempenho:

• 4 processadores Intel Xeon Platinum, 2.1 GHz, cada um com 28 núcleos (56 threads)

Turbo e 38 MB de cache;

• 1 TB de memória RAM, RDIMM;

• Placa NVIDIA Tesla P40 24GB Passive GPU (3.840 núcleos).

Como essa servidora conta com uma placa de CPUs, caso seja necessário podeŕıamos

melhorar o escalonamento das simulações fazendo uso dos 3.840 núcleos de GPUs dis-

pońıveis, adaptando o código-fonte para esse fim.

Simulações seriam feitas utilizando todas as informações biológicas armazenadas no

banco de dados; as exceções seriam os experimentos com localizações e tamanhos aleatórios

de policistrons, que utilizariam os policistrons reais apenas para calcular o tamanho so-

mado de todas as regiões codificadoras, que por sua vez seria empregado como restrição

na aleatorização (i.e., isso equivale a colocar como restrição que a topologia sintética

precisa transcrever os mesmos genes que a topologia real).
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3.3 Análise dos resultados

Os resultados produzidos nas simulações serão organizados, com o aux́ılio de scripts

em Python ou outra linguagem de programação, em tabelas e planilhas, sobre as quais

calcularemos as principais estat́ısticas da dinâmica de replicação de DNA de T. cruzi ;

entre elas, analisaremos:

• Distância entre origens de replicação (média, mediana e desvio padrão);

• Distribuição da programação de replicação de DNA por cromossomo (média e desvio

padrão);

• Duração da fase S (média, mediana e desvio padrão);

• Número de colisões frontais (média, mediana e desvio padrão).

Além disso, analisaremos especificamente os resultados referentes a regiões de genes

da famı́lia DFG-1, para avaliar em que situações (i.e., conjuntos de parâmetros) confli-

tos entre maquinarias de replicação de DNA e de transcrição são observados com alta

frequência nas regiões codificadoras desses genes.

4 Plano de trabalho e cronograma de execução

Para a execução deste projeto proposto, listamos abaixo as principais atividades previs-

tas; o diagrama de Gantt com o cronograma é apresentado na tabela 1. Este plano de

atividades supõe que o Candidato inicie suas atividades em 1 de abril de 2020, assim

como que as mesmas sejam realizadas no contexto da disciplina MAC499 – Trabalho de

Formatura Supervisionado. Portanto, ao final deste ano, o aluno deverá entregar uma

monografia que sintetizaria todas as atividades desenvolvidas ao longo desta proposta.

Atividade 1: Estudo dirigido de artigos cient́ıficos pertinentes ao projeto proposto;

Atividade 2: Coleta das informações biológicas necessárias para desenhar o modelo

de replicação de DNA; organização dos dados em um banco de dados;

Atividade 3: Refatoração do código do simulador, adaptando o mesmo para T.

cruzi ;

Atividade 4: Simulações com o simulador refatorado na servidora do Instituto

Butantan;

Atividade 5: Análise dos resultados iniciais;
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Atividade 6: Adaptação do código do simulador para que o mesmo faça uso de

GPUs (caso seja necessário);

Atividade 7: Nova rodada de simulações, incluindo pontos que eventualmente

forem observados na primeira bateria de simulações;

Atividade 8: Análise da segunda rodada de resultados;

Atividade 9: Escrita e entrega da monografia;

Atividade 10: Apresentação de pôster na disciplina MAC499 e também na Reunião

Cient́ıfica Anual do Butantan.

2020

Abr Mai Jun Jul Ago Set Out Nov Dez

Atividade 1

Atividade 2

Atividade 3

Atividade 4

Atividade 5

Atividade 6

Atividade 7

Atividade 8

Atividade 9

Atividade 10

Tabela 1: Diagrama de Gantt contendo o cronograma de execução deste projeto proposto.

5 Formas de avaliação e disseminação dos resultados

Os resultados deste projeto proposto serão avaliados em dois aspectos: do ponto de

vista de desempenho computacional, espera-se que seja posśıvel realizar simulações em

uma escala adequada para responder às questões levantadas neste projeto. Caso seja

necessário, faremos uso de GPUs para aumentar o desempenho computacional de nossas

simulações. Do ponto de vista semântico, espera-se que com o modelo a ser desenvolvido
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e ajustado seja posśıvel testar a hipótese levantada, seja a resposta para a mesma positiva

ou não.

Os resultados serão disseminados inicialmente através da monografia do Candidato

e também com os pôsteres que o mesmo deverá apresentar tanto na disciplina de Tra-

balho de Conclusão de Curso quanto na Reunião Cient́ıfica Anual do Butantan (caso

esta última não seja cancelada por conta da pandemia de COVID-19). No médio prazo,

esperamos reportar os resultados deste projeto proposto em uma publicação cient́ıfica em

um periódico de bom ńıvel, tal qual já fizemos em da Silva e colegas [7].

Referências

[1] Peter J. Hotez, David H. Molyneux, Alan Fenwick, Jacob Kumaresan, Sonia Ehrlich

Sachs, Jeffrey D. Sachs, and Lorenzo Savioli. Control of neglected tropical diseases.

New England Journal of Medicine, 357(10):1018–1027, 2007.
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