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“Science is always wrong.
It never solves a problem without creating ten more.”

George Bernard Shaw






Resumo

Uma grande variedade de sequéncias de RNA presentes nos transcriptomas mas
com funcdes ainda desconhecidas tem estimulado o desenvolvimento de técnicas
experimentais e computacionais que colaborem na determinac¢ao do papel dessas
moléculas. Entretanto, a compreensdo dos mecanismos de acdo de uma dada mo-
lécula de RNA envolve ndo somente a determinacdo de sua estrutura de minima
energia livre, mas também o estudo do comportamento de suas conformag¢des me-
taestaveis. Os algoritmos existentes para predi¢do da estrutura de moléculas de RNA
ignoram armadilhas cinéticas que podem levar a formacdo de estruturas subdtimas e
utilizam modelos termodinamicos incompletos, muitas vezes ignorando a formacdo
de estruturas mais complexas, como os pseudonds. Nesse trabalho apresentamos
um algoritmo para simulacao do dobramento cotranscricional para o estudo dos
efeitos da conformacdo espacial da molécula de RNA na cinética da transcricao.
A partir da determinacdao das conformagoes permitidas, o algoritmo estabelece
uma série de rea¢es de transicdo entre esses estados, com valores das taxas de
ocorréncia ponderados através de uma distribuicdo de probabilidade de Boltzmann
baseada na variacao de energia livre de Gibbs desses estados. As energias livres das
estruturas secundarias sao determinadas segundo o modelo dos primeiros vizinhos e
dois algoritmos foram implementados para o calculo da energia livre dos pseudonos.
Finalmente, simula¢des de Monte Carlo baseadas no algoritmo de Gillespie foram
realizadas para determinacdo do caminho de dobramento da molécula. Exemplos de

aplicagoes demonstram o potencial do programa desenvolvido.

Palavras-chaves: RNA. Estrutura secundaria. Simulacdes de Monte Carlo. Dobra-

mento cotranscricional. Biologia computacional.






Abstract

The discovery of a wide variety of RNA sequences present in transcriptomes with
unknown function has stimulated the development of experimental and com-
putational techniques to determine the function of these molecules. However,
understanding the activities of a given RNA molecule involves not only finding
its minimum free energy structure, but also studying its metastable structures.
The methodologies available for predicting RNA structure ignore kinetic traps that
can lead to formation of suboptimal structures and are based in over-simplified
thermodynamic models. These methodologies usually can not predict RNA confor-
mations with more complex topologies, such as pseudoknots. In this work we present
a computational model for cotranscriptional folding that considers the influence
of RNA structures during transcription elongation. After determining the allowed
conformations for the sequence of interest, the algorithm established a series of
allowed reactions between these structures. The reactions rates are weighted by the
Boltzmann factor based on Gibbs free energy variation between the states. The free
energies for secondary structures were estimated by the nearest-neighbor model,
and two algorithms were implemented to calculate the free energy of pseudoknots.
Finally, Monte Carlo simulations based on the Gillespie algorithm were performed
to find out the RNA folding path. We show using examples the potential of the

software developed.

Key Words: RNA. Secondary Structure. Monte Carlo simulations. Cotranscriptional

folding. Computational biology.
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1 Introducao

Registros da busca por explicacdes capazes de justificar a transmissao das
caracteristicas parentais datam da Antiguidade Classica. Filésofos como Teofrasto,
Hipocrates e Aristoteles propuseram teorias a respeito da hereditariedade observada

nos diferentes organismos.

A Teoria da Pangénese foi desenvolvida por Charles Darwin em 1868 para
justificar os resultados observados em suas pesquisas envolvendo a selec¢ao artificial
de carateristicas fenotipicas. De acordo com essa teoria, os organismos progenitores
expostos a diferentes condi¢des produziriam pequenas “gémulas” durante sua vida,
que poderiam ser transmitidas para suas células germinativas. O encontro promo-
vido através da reprodugdo sexuada dessas particulas derivadas dos progenitores
resultaria no surgimento de um novo organismo com caracteristicas de ambos os

participantes (DARWIN, 1868).

A Teoria da Pangénese de Darwin foi substituida pelas leis de heranga de
Mendel. A redescoberta de seus trabalhos, no inicio do século XX, uniu especialistas
em diferentes campos, como virologia, microbiologia, bioquimica, fisica e quimica,
na busca da compreensao dos aspectos fundamentais do conceito de “fatores de he-
reditariedade” propostos pelo monge agostiniano. Em 1905, o botanico dinamarqués
Wilhelm Johannsen denominou esses fatores gens, do grego genea, ‘“geracao, raca,

ascendéncia”; em portugués, gene.

Inicialmente, as proteinas foram consideradas as moléculas portadoras do
material genético. Em 1928, Frederick Griffith realizou experimentos com cepas de
bactérias Streptococcus pneumoniae, nos quais destrocos de bactérias mortas de uma
determinada cepa eram capazes de transformar as células bacterianas vivas de outra,
que passavam a possuir as caracteristicas da primeira (GRIFFITHS et al., 2006).
Oswald Avery e seus colegas pesquisadores do Instituto Rockefeller retomaram os
trabalhos de Griffith e, em 1944, conduziram experimentos buscando determinar
qual era, afinal, esse “agente transformador”. A equipe descartou a possibilidade

das proteinas atuarem como carregadoras do material genético diante dos resul-
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tados obtidos, e concluiram que o verdadeiro responsavel pela transmissdo das
caracteristicas seria o polimero de dcido desoxirribonucleico, DNA (AVERY; MACLEOD;
MCCARTY, 1944). Mais tarde, o experimento de Hershey e Chase (1952) confirmaria
irrefutavelmente o DNA como a molécula responsavel por carregar as informacoes

hereditarias em determinados organismos.

O primeiro registro da existéncia do DNA data de 1871, quando o médico
suico Friedrich Miescher constatou a presenca de uma molécula no ntcleo celular
composta por hidrogénio, carbono, oxigénio, nitrogénio e fosforo, denominando-
a de nucleina (DAHM, 2005). Em 1889, seu aluno Richard Altmann confirmou a
existéncia desse composto e determinou seu carater acido, passando a denomina-
la dcido nucleico. Uma analise mais precisa de sua composicdo quimica, conduzida
por Phoebus Levene, em 1919, revelou a presenca de quatro bases nitrogenadas
diferentes unidas através de seus grupos fosfato, e de um aguicar, denominado de-
soxirribose (KARP, 2005). Quase trinta e cinco anos depois, James Watson e Fran-
cis Crick, com base nos trabalhos de Rosalind Franklin e de Maurice Wilkins,
determinaram a estrutura quimica da molécula de DNA, representada na Figura 1.

No final de sua publicacdo, os autores notaram que seu modelo “

...sugere de
forma direta a existéncia de um possivel mecanismo de replica¢io do material

genético.” (WATSON; CRICK et al., 1953).

Francis Crick formulou em 1958 seu iconico Dogma Central da Biologia Molecu-
lar, sugerindo um quadro no qual as proteinas seriam resultado da transferéncia das
informacoes inicialmente presentes na molécula de DNA através de uma molécula
intermedidria, o dcido ribonucleico, RNA. Durante a transcri¢do, parte da informacgao
contida no DNA seria transmitida para uma molécula de RNA e em seguida essa
informacdo seria transferida para uma cadeia de aminoacidos durante o processo de
tradugdo. Além dessas transferéncias, a replicacdo da informacdo presente no DNA
para uma nova molécula de DNA garantiria a manutencdo das caracteristicas here-
ditarias durante a divisdo celular. Em 1970, Crick publicou uma versdo atualizada
de seu Dogma, incluindo novas transferéncias observadas em condi¢Ges especiais:
a replicacdo do RNA, a transferéncia da informacdo contida em moléculas de RNA
para DNA (transcrigdo reversa) e até mesmo a traducdo direta da informacao contida

no DNA (CRICK et al., 1970). A Figura 2 apresenta o quadro geral dessa versao.
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Figura 1 - Esquema da estrutura do DNA
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Legenda: O DNA é um polimero de nucleotideos, estruturas compostas por uma
base nitrogenada, uma pentose, e um grupo fosfato. A pentose presente em sua
composicdo é denominada desoxirribose e suas bases nitrogenadas canonicas sdo
a citosina (C), a guanina (G), a adenina (A) e a timina (T). Organiza-se em duas
fitas complementares, de acordo com o pareamento proposto por Watson & Crick:
Adenina e Timina interagem através de duas ligagGes de hidrogénio, e Citosina e
Guanina por meio de trés ligacdes de hidrogénio. Desta forma, a interacdo entre
C/G é mais intensa que A/T. Destaca-se que a dupla fita é anti-paralela, ou seja,
o radical OH, presente no carbono 3' da pentose, e o grupo fosfato, presente
no carbono 5, localizam-se em extremidades opostas. Toma-se essa referéncia
quando se cita uma determinada sequéncia de nucleotideos: 5'-AATTCCGG-3/,
por exemplo. Fonte: Modificado de User:Sponk / Wikimedia Commons | CC-SA-
1.0 (2016) e de Madeleine Price Ball / Wikimedia Commons /| CC-SA-1.0 (2016)
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Figura 2 - Esquema do Dogma central da biologia molecular

DNAP RdRP
RNAP

DNA < > RNA

thosm Asomo

Proteina

Legenda: Conforme enunciado por Crick em 1970. Cada seta representa uma reagao,
com sua respectiva enzima indicada. Setas pretas representam as transferéncias
usuais, enquanto as setas brancas indicam as reagdes que podem ocorrer em
condigoes especiais (CRICK et al., 1970). DNAP: DNA polimerase DNA-dependente;
RNAP: RNA polimerase DNA-dependente; RT: singla em inglés para transcriptase
reversa, também chamada de DNA polimerase RNA-dependente; RARP: sigla em
inglés para RNA polimerase RNA-dependente. Fonte: Produzido pelo préprio autor

O DNA foi o principal acido nucleico estudado até o inicio do século XXI,
culminando com o Projeto Genoma Humano. Denomina-se genoma o conjunto das
informagdes hereditarias presentes nos organismos, resultado da sequéncia das
bases presentes em seu material genético. A defini¢do inicial de gene, proposta
no inicio do século XX, passou a ser considerada inadequada com o avanco da
biologia molecular; atualmente classifica-se como gene qualquer regidao locali-
zavel no genoma que possa ser transcrita e associada a pelo menos uma regido
regulatéria (PEARSON, 2006). Os promotores e os acentuassomos sdo exemplos de
elementos reguladores, sendo que os primeiros atuam como sitio de ligacdo da
enzima responsavel pela transcricdo e os ultimos sdo sequéncias nas quais proteinas

podem se ligar e aumentar os niveis de transcri¢do (GRIFFITHS et al., 2006).

O Projeto Genoma Humano foi concluido com sucesso em 2003 e, dentre
outras questoes, destacou as semelhancgas entre genes presentes em Homo sapiens
e 0s genes presentes em outras espécies. Apenas uma pequena porcentagem dos

genes de camundongos, por exemplo, ndo possui uma 6bvia contraparte humana.
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Além disso, estima-se um numero de pares de base e de genes bastante similar
entre essas espécies (SCHLICK, 2006). Como essa similaridade génica ndo pode ser
desconsiderada, atribui-se as evidentes diferencas entre os organismos, pelo menos
em parte, a requlacdo desses genes. Jacob e Monod (1961) sugeriram que o RNA
poderia controlar a atividade dos genes, mas somente no inicio do século XXI foi

possivel estudar esse mecanismo.

1.1 A molécula de RNA

Assim como o DNA, o RNA, representado na Figura 3, é constituido por
nucleotideos. Nesse caso, a pentose presente ¢ denominada ribose, e suas bases
nitrogenadas canodnicas sdo citosina (C), a guanina (G), a adenina (A) e a uracila (U).
A fungao biolégica da molécula de RNA é determinada pela sua sequéncia de nucle-
otideos e por sua estrutura apos a transcri¢do. A Tabela 1 apresenta alguns tipos
de RNAs conhecidos e suas respectivas funcoes (GRIFFITHS et al., 2006). Agentes
terapéuticos podem ser criados para explorar essas funcdes e até mesmo novas

moléculas de RNA podem ser projetadas para interagir com alvos especificos.

Tabela 1 - Exemplos de moléculas de RNA.

Sequéncia Fungao

Resultado da transcricdo de um gene, carrega a informacgao

CLMRL TR D () necessdria para a producdo de proteinas.

Transporte dos aminoacidos até os ribossomos para a

RNA transportador (tRNA) formacdo de proteinas.

RNA ribossomico (rRNA) Principal componente do ribossomo.
Pequenos RNAs nucleolares g

(snoRNA) Modificam o rRNA.

Micro RNA (miRNA) Regulam a tradugdo das proteinas.

Pequenos RNAs nucleares
(snRNA)

Ribozimas Apresentam atividade catalitica.
Fonte - Griffiths et al. (2006)

Modificacdo pos-transcricional do RNA (splicing).
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Figura 3 - Esquema da estrutura do RNA
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Legenda: O filamento de RNA é bastante semelhante ao DNA, com liga¢des fosfo-
diéster ocorrendo nas posicées 5’ e 3’ do acicar. Entretanto, apresenta-se em fita
Unica e a base Uracila substitui a base Timina. Fonte: Modificado de User:Sponk / Wi-

kimedia Commons /| CC-SA-1.0 (2016)

1.2 O processo de transcri¢ao

A primeira etapa do Dogma Central de Crick trata da transferéncia das infor-

magdes contidas na molécula de DNA para a molécula de RNA. Esse processo € co-

nhecido como transcri¢do e é vinculado a atividade RNA polimerase DNA-dependente

(RNAP, representada na Figura 4). O desenvolvimento de técnicas de molécula tinica

— como a utilizagdo de pingas Oticas e magnéticas, a microscopia de forca atomica

e a fluorescéncia de molécula Gnica — aumentaram a compreensdo de todas as

etapas do processo, complementando estudos bioquimicos tradicionais (HERBERT;

GREENLEAF; BLOCK, 2008). Suas caracteristicas gerais sdo conservadas para todas

as formas de vida celular, apresentando apenas diferencas de carater estrutural na

enzima responsavel, além de diversas formas alternativas de regulagdo.
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Figura 4 - Esquema da RNAP

Canal de
entrada do DNA

Canal de
saida
do DNA

o RNAP

Legenda: RNAP realizando a transcricdio de um segmento de DNA. O hibrido
RNA/DNA se acomoda no chamado canal principal durante o processo. Estdo
apontados os canais de entrada e saida do DNA e o canal de saida do RNA recém
transcrito. O sitio ativo da enzima localiza-se na regido circulada, onde se observa
a presenca de ions Mg?*. A Figura apresenta a estrutura da enzima encontrada
na bactéria Thermus aquaticus, porém a estrutura basica da RNAP conserva-
se entre os organismos. Fonte: Modificado de User:Abbondanzieri / Wikimedia
Commons / Dominio Publico (2016)

Etapas da transcri¢cao

O processo de transcricdo tem inicio quando a RNAP identifica na fita de DNA
a chamada regido promotora. A polimerase ancora nessa regido na presenca de fatores
de transcrig¢do, caracterizando assim a primeira etapa da transcri¢ao, denominada de
iniciagdo. Nessa etapa, a enzima rompe as ligacGes entre as fitas de DNA, expondo a
fita molde que sera transcrita. A conformagao resultante é denominada de bolha de

transcrigdo.

Quando a RNAP finalmente abandona a regidao promotora, a transcri¢ao dos
primeiros nucleotideos leva a formacdo do chamado Complexo de Alongamento Trans-

cricional, CAT, constituido pela enzima, pelo DNA e pela fita de RNA nascente. O



30 Capitulo 1. Introdugdo

movimento do CAT ao longo da fita de DNA enquanto novos ribonucleotideos sdo
incorporados a cadeia de RNA caracteriza a fase de alongamento. Idealmente, cada
ribonucleotideo (r) acrescentado dependera do desoxirribonucleotideo (d) presente
no sitio ativo da RNAP, interagindo através de ligagGes de hidrogénio de acordo com
os pareamentos de Watson-Crick: dA/rU, dT/rA, dC/rG e dG/rC. A transcri¢do segue
no sentido 3’ — 5’ da fita molde de DNA e resulta em uma fita de RNA 5’ — 3’, devido

a conformacdo das ligacOes entre as bases.

Caso ndo abandone prematuramente da fita de DNA, a RNAP seguira com o
alongamento até reconhecer o sitio de terminag¢do na fita molde, iniciando a fase de
terminagdo. Ocorre, entdo, a separac¢ao do hibrido RNA-DNA, a libera¢do da molécula
de RNA pela RNAP e o colapso da bolha de transcri¢do, levando a formacdo da
estrutura estavel do DNA em fita dupla. Esse processo pode ocorrer de diferentes

maneiras, ainda nao totalmente esclarecidas (GREIVE; HIPPEL, 2005).

A Figura 5 apresenta um quadro geral das etapas apresentadas.

Pausas transcricionais

Devido a interacdes entre os elementos constitutivos do CAT, ou mesmo a
interferéncia de uma molécula externa, a RNAP costuma apresentar um comporta-
mento cinético irregular durante o processo de alongamento da sequéncia de RNA.
Pausas transcricionais sao eventos frequentes e podem nao apenas diminuir a taxa de
producdo de RNA, como também permitir que fatores reguladores atuem no CAT,
modificando a transcri¢ao subsequente (ARTSIMOVITCH; LANDICK, 2002; RING;
YARNELL, 1996).

Essas pausas podem ser classificadas de acordo com o mecanismo envolvido
e efeitos subsequentes a sua ocorréncia. S3o trés classes: as chamadas pausas ele-
mentares, comuns, ou do tipo 1, as pausas resultantes do backtracking, ou pausas do
tipo 2, e pausas ligadas a formacgdo de grampos (ZHANG; LANDICK, 2016). A Figura 6
ilustra esses eventos, apresentando-os como uma via alternativa a via principal da

transcricao.



1.2. O processo de transcri¢do 31

Figura 5 - Esquema das etapas da transcricao

— ’ —_ RNAP

Reconhecimento L e
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do promotor o g

(b) Iniciacao

(c) Alongamento

Legenda: (a) Reconhecimento do promotor: Antes de iniciar o processo, a RNAP
encontra um dos sitios promotores e se liga ao DNA em dupla fita. (b) Iniciacdo:
apos expor a fita de que servira de modelo e abrir a bolha de transcrigdo, a
RNAP produz pequenos filamentos de RNA, liberando-os em seguida, mas sem
abandonar o promotor. (c) Fase de alongamento: cadeias de RNA sdo polimerizadas
por incorporac¢do de um ribonucleotideo complementar ao desoxirribonucleotideo
presente no sitio ativo da enzima. Apds a reacdo, a RNAP se move um nucleotideo
no sentido 3’ — 5 na fita molde, liberando o sitio ativo e permitindo uma
nova polimerizacdo. (d) Termina¢do: reconhecimento do sitio de terminacdo,
desestruturacdao do CAT, liberacdao do transcrito produzido e abandono da fita de
DNA. Fonte: Produzido pelo préprio autor
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Figura 6 - Esquema dos processos alternativos da fase de alongamento

Pausa Backtracking Erro de
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Legenda: (a) Processos alternativos. (b) Alongamento transcricional. Setas conti-
nuas representam processos com maior probabilidade de ocorréncia em relacado as
tracejadas. Fonte: Modificado de Herbert et al. (2006)

As pausas elementares sao resultado de reorganizagoes conformacionais ainda
ndo completamente compreendidas que interferem no sitio ativo da enzima, di-
ficultando a incorporacdo do proximo ribonucleotideo. A ocorréncia de uma pausa
elemental geralmente precede tanto a pausa devido ao backtracking como as pausas

relacionadas aos grampos (ZHANG; LANDICK, 2016).

Backtracking é o movimento da RNAP no sentido 5" — 3’ da fita molde, recuando
algumas bases. Além de pausar o alongamento da fita de RNA por longos intervalos
de tempo, é considerado um mecanismo de verificagdo (proofreading) da transcri¢do.
Durante esses eventos, a fita de RNA atravessa novamente os canais da RNAP
e ribonucleotideos incorporados incorretamente podem desestabilizar o CAT. Se
identificado o erro, todo o segmento transcrito a partir de sua posicdo é clivado,

e a transcricado reiniciada (HERBERT et al., 2006).

Finalmente, o RNA recém transcrito que abandonou a bolha de transcricdao
pode assumir uma conformacdao em grampo, estrutura resultante do pareamen-

tos entre suas proprias bases nitrogenadas (mais detalhes na Secdo seguinte).
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Embora essas estruturas ndo interfiram obrigatoriamente na taxa de transcricao,
um grampo recém formado pode interagir com a RNAP numa pausa elementar,
alterando ainda mais a estrutura da enzima e estendendo o intervalo de tempo
necessario para o CAT abandonar essa conformacdo, evento denominado de pausa
estabilizada por grampo. Entretanto, um grampo pode também colaborar para reduzir
intervalos de pausa do tipo 1 ou do tipo 2, “puxando” os ribonucleotideos necessarios
para sua configuracdo mais estavel e induzindo o movimento da RNAP no sentido
da transcri¢do; grampos podem até mesmo inibir o backtracking, atuando como
uma “barreira” que impede o movimento da enzima no sentido oposto ao da

transcricio (ZHANG; LANDICK, 2016).

1.3 O dobramento da molécula de RNA

O RNA se apresenta em fita inica, mas é capaz de se acomodar em estruturas
estaveis através de interacoes entre suas proprias bases nitrogenadas. Esse potencial
foi explorado durante toda a evolucdao, com destaque na estrutura do RNA trans-
portador e do ribossomo. Na Figura 7 estao representados as principais intera¢oes
observadas experimentalmente: (a) os pareamentos canénicos de Watson-Crick, (b)
os pareamentos oscilantes e (c) as intera¢ées de Hoogsteen. No pareamento canonico,
a adenina liga-se a uracila (A/U) através de duas liga¢des de hidrogénio, enquanto
a guanina interage com a citosina (G/C) através de trés ligacoes de hidrogénio. As
interagOes entre guaninas e uracilas (G/U), tdo comuns no RNA quanto o pareamento
canonico G/C, sdo resultado do pareamento oscilante. Os pareamentos entre a base
inosina (I), derivada de uma adenina, e trés outras bases nitrogenadas (U, C, A)
também ocorrem através desse tipo de intera¢do. Por fim, as intera¢cdes de Hoogs-
teen, que surgem devido a rotacdo das bases adenina e guanina, podem resultar em

ligacdes envolvendo 3 e até mesmo 4 bases nitrogenadas.
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Figura 7 - Esquema dos pareamentos entre bases nitrogenadas

(a) Watson-Crick

Legenda: (a) Pareamento Watson-Crick: A/U, C/G. (b) Pareamento Oscilante. (c) Pa-
reamento Hoogsteen. Fonte: Modificado de User:Jypx3~commonswiki / Wikimedia
Commons |/ Dominio publico, de User:Fdardel / Wikimedia Commons | CC-SA-
1.0 (2016) e de Nikolova et al. (2011)

Além da representacdo “grafica” desses pareamentos, a notacdo de pontos-
e-parénteses, em inglés dot-bracket, é frequentemente utilizada. Nessa notacdo,
geralmente apresentada em fontes monoespagadas, 0s pontos representam as posi-
¢Oes ndo pareadas, enquanto os parénteses representam a posi¢ao dos pareamentos,
identificados partindo-se do par mais interno para o mais externo. Por exemplo, a
notacdo “..(((...)))” indica que ha pareamento entre as bases das posicdes 5-9,
4-10 e 3—11. Caso a utilizacdo dos parénteses possa apresentar ambiguidade, outros
simbolos com significancia equivalente sdo utilizados, como os colchetes (“[” e
((] ))).
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O resultado direto dos pareamentos entre bases sao as chamadas estruturas
secunddrias, apresentadas na Figura 8. Essas estruturas contribuem significante-
mente na estabilidade global da molécula de RNA (BRION; WESTHOF, 1997; TINOCO;
BUSTAMANTE, 1999) e sao definidas pela associacdao entre seus dois componentes
fundamentais: os Segmentos Unifilamentares de RNA, SURs, e os Segmentos Bifilamen-
tares de RNA, SBRs, resultantes do pareamento entre dois segmentos unifilamentares

complementares inversos de uma mesma molécula de RNA.

Figura 8 - Esquema das estruturas secunddrias derivadas do pareamento entre as
bases da molécula de RNA
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Legenda: (a) Seguimento unifilamentar. (b) Seguimento bifilamentar. (c) Seg-
mento bifilamentar com extensdo terminal. (d) Protuberancia composta por
um nucleotideo. (e) Protuberancia composta por um SUR. (f) Grampo: SBR e
alga composta por um SUR. (g) Par de bases incompativeis interno. (h) SURs
internos assimétricos. (i) SURs internos simétricos. (j) Entroncamento entre dois
segmentos bifilamentares. (k) Entroncamento entre trés segmentos bifilamentares.
(1) Entroncamento entre quatro segmentos bifilamentares. Fonte: Blossey (2006)
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As estruturas tercidrias sao resultado das interacées entre duas ou mais estru-
turas secundarias. A conformac¢do mais comum é o pseudond do tipo-H, represen-
tado na Figura 9, resultado da interacdo entre a alca de um grampo e uma outra
regido unifilamentar da mesma molécula de RNA. Essa estrutura esta presente nos
mecanismos de replicacdo viral (BRIERLEY; PENNELL; GILBERT, 2007; BRIERLEY;
GILBERT; PENNELL, 2008), em riboswitches sensiveis a metabdlitos (KANG; PETER-
SON; FEIGON, 2009; KLEIN; EDWARDS; FERRE-D’AMARE, 2009) e é essencial para
a atividade da RNA telomerase humana (CHEN; GREIDER, 2005; QIAO; CECH, 2008).
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Figura 9 — Esquema da estrutura de um pseudono do tipo-H

Legenda: Pseudoné do tipo-H presente na fracio de RNA da telomerase hu-
mana. (a) Estrutura planificada. (b) Estrutura tridimensional. Fonte: Modi-
ficado de User:Sakurambo / Wikimedia Commons | CC-BY-SA-3.0 (2016) e
de User:Fdardel / Wikimedia Commons /| CC-BY-SA-3.0 (2016)

A determinacdo experimental das estruturas dos RNAs esta restrita a dispen-
diosos métodos, como a cristalografia de raios X e ressonancia magnética nuclear;
além disso, limita-se a pequenas estruturas, uma vez que sistemas mais complexos
possuem uma flexibilidade molecular significativa. O desenvolvimento de progra-
mas voltados para a simulacdo do dobramento das moléculas de RNA, amplamente
difundidos na comunidade cientifica, permitiu a analise eficiente tanto de estruturas
simples como de conformacdes complexas, partindo-se apenas de sua sequéncia de

nucleotideos.

1.4 Modelos computacionais para a molécula de RNA

A caracterizacdo da conformacdo espacial de polimeros continua atraindo
pesquisadores das mais diferentes areas ha varias décadas. O principal alvo dessa
dedicacdo envolve a determinacdo das estruturas terciarias das proteinas, devido a

sua aplicacdo direta no desenvolvimento de farmacos e para a compreensdo dos
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mecanismos inter e extracelulares. Porém, parte dessas equipes, além de novos
pesquisadores, voltaram seus esforcos para a compreensao do dobramento das
moléculas de RNA. O desenvolvimento de novas ferramentas computacionais e a
evolucdo na capacidade de processamento das maquinas permitiram que os estudos
in silico dos acidos nucleicos complementassem os dados experimentais obtidos nas
ultimas décadas. SimulacOes com precisdo aceitavel, trataveis apenas em super
computadores ha mais de duas décadas, sdo realizadas em questdo de horas em
computadores pessoais modernos. Algoritmos e campos de forca para varias escalas
buscam assimilar os detalhes atomicos e as interag¢des de longo alcance caracteris-

ticos de grandes estruturas moleculares.

Se compararmos uma molécula de RNA e uma proteina com mesmo nimero
de residuos, observaremos que o espaco de busca conformacional para o RNA sera
muito maior, uma vez que cada residuo possui seis angulos diedros, enquanto
as proteinas possuem apenas dois. Porém, a variedade de residuos favorece a si-
mulacdo do RNA: sdo apenas quatro nucleotideos com estrutura quimica bastante
semelhante, ao passo que as proteinas apresentam 20 aminodcidos com grande
diversidade de fungées quimicas. Além disso, o RNA possui regras de pareamento
bastante claras, algo sem equivalente para o caso das proteinas. Essas interacdes
muitas vezes correspondem a maior contribui¢ao energética para essas moléculas,
e consequentemente levam a formacdo hierdrquica de estruturas. Assim, podemos
desconsiderar as interacoes terciarias numa primeira aproximacao: na verdade, uma
previsdo de alta qualidade dos elementos secundarios costuma ser o primeiro passo

para a modelagem tridimensional desses polimeros (TINOCO; BUSTAMANTE, 1999).

A dindmica das moléculas de RNA pode ser classificada em dois tipos: (I) flu-
tuagoes em equilibrio, relacionadas com movimentos termais e correspondem aos
“saltos” espontaneos que podem ocorrer entre as conformacdes possiveis na su-
perficie de energia livre e (II) transi¢des conformacionais, nas quais estimulos celu-
lares, como o aumento de um determinado metabdlito, criam estados de equilibrio
instaveis. Com a superficie de energia livre alterada, ocorre uma redistribui¢ao dos

estados conformacionais (DETHOFF et al., 2012).
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A maior parte dos usuarios hoje busca identificar a estrutura de minima ener-
gia livre (MFE, do inglés Minimum Free Energy) para uma dada sequéncia. Diferentes
estratégias podem ser utilizadas para esse fim: a Tabela 2 apresenta alguns exem-
plos de programas disponiveis, com uma breve descrigao dos principios utilizados
em cada caso.

Tabela 2 - Programas para determinacao da estrutura de minima energia livre.

Programa  Descri¢io

Parte do pacote ViennaRNA, baseia-se em algoritmos de programacao

dinamica desenvolvidos originalmente por Zuker e Stiegler (1981). O
RNAfold . N ~ e

algoritmo para determinacdo da funcao particao é baseada no trabalho de

McCaskill (1990). Desconsidera pseudonés. (GRUBER et al., 2008)

Realiza uma amostragem estatistica de todas as estruturas possiveis, com

Sfold pesos determinados através de uma fungdo particdo de probabilidades.
Desconsidera pseudonds. (DING; CHAN; LAWRENCE, 2004)
IPknot Prevé a estrutura com maxima exatiddo esperada utilizando programacdo

inteira para o limiar de corte. Inclui pseudonos. (SATO et al., 2011)

Vfold Modelos fisicos baseados numa representac¢do de baixa resoluc¢do da estrutura
do RNA. Inclui pseudonoés. (XU; CHEN, 2015)

g Utiliza modelos baseados em aprendizagem computacional, com mais de 70

ContextFol . A . 2 P
ontextro mil parametros livres. Desconsidera pseudonds. (ZAKOV et al., 2011)

Fonte - Produzido pelo préprio autor

Essas ferramentas computacionais possuem grande potencial e colaboram
significativamente na compreensdo das interacoes das moléculas de RNA no ambi-
ente celular. Entretanto, determinar apenas a estrutura MFE pode nao ser suficiente.
A relevancia bioldgica de uma molécula de RNA pode estar associada a uma “fami-
lia” de estruturas subdtimas. Além disso, pequenas discrepancias nos parametros
termodinamicos experimentais utilizados também podem ‘“mascarar” a estrutura

MEFE, efeito diretamente proporcional ao comprimento da sequéncia de estudo.
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1.5 Proposta

A interacdo entre moléculas no interior de uma célula esta longe de ser trivial.
O RNA, hoje considerado ubiquo em vias essenciais, pode ser perturbado por ions,
chaperonas, outros RNAs, enzimas Dicer e outras macromoléculas, mas eventos

intrinsecos que ocorrem durante sua formag¢do também sdo pertinentes.

Neste trabalho, propomos o desenvolvimento de um programa para simula-
¢do e andlise das estruturas formadas durante o processo de alongamento trans-
cricional. Os métodos citados na Secdo anterior simulam apenas a “renaturacdo”
da molécula em estudo, desconsiderando os efeitos da cinética da transcricdao na

conformacdo dessas moléculas.

A superficie de energia livre das estruturas de RNA é tdo acidentada que cami-
nhos distintos de dobramento podem levar a diferentes intermediarios estruturais
estaveis. O trabalho de Xayaphoummine et al. (2007) apresentou uma sequéncia de
RNA que pode tomar diferentes conformacgoes variando-se apenas o sentido de sua
transcri¢do. A Figura 10 ilustra a competicdo entre estruturas alternativas, mediadas

pela posicao e pela intensidade das pausas transcricionais (ZHANG; LANDICK, 2016).

Figura 10 - Esquema do efeito do dobramento cotranscricional
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Legenda: Devido a variedade de conformac0es estaveis para a estrutura da molécula
de RNA, seu dobramento pode ocorrer de forma distinta na presenca de pausas
transcricionais. Fonte: Modificado de Al-Hashimi e Walter (2008)

Essas conformacoes alternativas podem ser tao estaveis que se mantém ao fi-
nal da transcri¢do ou se apresentam apenas como estruturas efémeras, se desfazendo

em favor de arquiteturas mais estaveis ao longo do processo, como representado
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na Figura 11. Bacteriéfagos do género Levivirus possuem um gene cuja transcri¢ao
resulta numa sequéncia de RNA que apresenta, em sua estrutura final, pareamentos
envolvendo a regido de ligacdo do ribossomo, tornando-a intraduzivel. Porém, du-
rante o alongamento, um pequeno SBR efémero posterga a formacdo dessa estrutura
inibitéria, fornecendo uma janela de tempo na qual o ribossomo podera acessar a

sequéncia (MEERTEN; GIRARD; DUIN, 2001).

Figura 11 - Esquema da formacao e transfiguracao de estruturas efémeras
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Legenda: Conforme a transcri¢do ocorre, novos pareamentos passam a ser permi-
tidos. Caso sejam energeticamente favoraveis, as estruturas efémeras se desfazem
em favor dessas novas configuragoes. Fonte: Modificado de Geis et al. (2008)

Varios RNAs possuem sequéncias capazes de autoinduzir transi¢ées formadas
dinamicamente durante a transcricao (NAGEL; PLEIJ, 2002). Mesmo as estruturas
efémeras podem interagir com outras moléculas ou mesmo com a RNAP e alterar
o comportamento da transcricdo na regidao onde se manifestam (ZHANG; LAN-
DICK, 2016). O genoma do Virus da Hepatite D é conhecido por apresentar uma
ribozima com atividade catalitica autoclivadora fundamental para sua replicacao.
Chadalavada et al. (2000) identificaram que essa atividade pode ser moderada pela
formacdo cotranscricional de estruturas alternativas na regidao que antecede o sitio
de clivagem. A transcri¢do da regido imediatamente anterior a esse sitio resultara
numa conformagdao que suprime a autoclivagem; entretanto, se considerarmos a
transcri¢cdo da regido ainda mais preliminar, a forma¢dao de um grampo que con-
tém o segmento que favoreceria o surgimento da estrutura inibidora do primeiro
caso, garantird a manifestacao da estrutura com capacidade de autoclivagem dessa
sequéncia. Também podemos citar o operon que codifica as proteinas ligadas a bios-

sintese do aminoacido triptofano em bactérias: a regido inicial desse operon codifica
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triptofanos in tandem, logo sua expressdo estara ligada a abundancia desse aminoa-
cido. Durante a transcricao, duas estruturas alternativas, denominadas terminadora
e antiterminadora, formam-se cotranscricionalmente, devido a presenca dos ribos-
somos na fita de RNA recém transcrita. Quando ha deficiéncia no fornecimento de
triptofano, o ribossomo ocupa a regidao que os codifica, promovendo a formagao
da estrutura antiterminadora, permitindo que a maquinaria transcricional continue
a transcricao desse operon; quando o triptofano apresenta-se em abundancia, o
ribossomo continua a tradugdo através da regido inicial, promovendo a formagdo
da estrutura terminadora. Essa estrutura desestabiliza o complexo de alongamento

transcricional, abortando prematuramente o processo.

Destacamos a complexidade envolvida tanto na andlise do processo de do-
bramento cotranscricional, como na sua modelagem e simula¢dao. Como observa-se
na Figura 12, trata-se de uma area transdisciplinar, envolvendo tanto conceitos

tedricos como experimentais das ciéncias exatas e bioldgicas.

Figura 12 - Esquema das areas envolvidas no estudo do processo de dobramento
cotranscricional

= dinami Mecanica
ermodinamica Estatistica
Bioguimica * ‘

S\ Topologia

Modelo

Biologia Cotranscricional Algoritmos e
Estrutural Optimizagéo

Biofisica Biologia

Celular

Legenda: Conceitos e ferramentas de diferentes areas de pesquisa sdo utilizados no
desenvolvimento de um modelo dessa natureza. Fonte: Produzido pelo proprio autor
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Em nossa aproximacao, cada transicao entre conformacdes do RNA nascente
é modelada como uma reac¢do quimica, com os valores para as taxas de ocorréncia
baseados na variacdo da energia livre de Gibbs entre os estados, ponderados através
de uma distribuicdao de probabilidade de Boltzmann. O cddigo inclui ainda a atua-
lizagdo de um algoritmo estocastico para a simulacdo do processo de alongamento
transcricional, afim de realizar uma previsao inteiramente in silico dos principais

eventos do processo.

Um modelo refinado para estudo do comportamento da molécula de RNA e
do processo de transcricao pode contribuir no estudo de riboswitches, ribozimas e
de novas moléculas de RNA ndo codificantes cada vez mais evidentes nos processos
celulares descobertos nos ultimos anos. Além disso, pode colaborar no desenvolvi-
mento de técnicas de engenharia de moléculas de RNA, problema inverso complexo

e de grande interesse e aplicabilidade nas ciéncias da saude.
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2 Objetivos

Os objetivos desse trabalho foram:

a) Implementar um algoritmo para simula¢ao do dobramento cotranscricio-

nal da molécula de RNA;

b) Estudar os efeitos da formacdo de estruturas efémeras e permanentes

no comportamento do alongamento transcricional utilizando o programa

desenvolvido;

c) Estudar os efeitos da cinética da transcricio na formacdo de estruturas

efémeras e permanentes utilizando o programa desenvolvido.
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3 Metodologia

Para compreender o desenvolvimento estrutural da molécula de RNA, ela-
boramos uma série de fun¢ées em Wolfram Language e organizadas no programa
Mathematica 10.0. Resumidamente, essas fungoes discriminam quais sdao os pare-
amentos permitidos a partir de uma dada estrutura e determinam os valores de
taxa de transicdo entre os estados resultantes da adi¢ao desses novos pareamentos
e o estado atual, baseando-se em sua respectivas estabilidades energéticas. Entdo,
aplicando conceitos de simulacdo estocastica, é possivel determinar qual a proxima
estrutura no “caminho” de dobramento da molécula de RNA em estudo. A Figura 13
apresenta o quadro simplificado do funcionamento do programa,batizado como

Bender.

Figura 13 - Esquema simplificado do funcionamento do programa

Entre com a sequéncia
de RNA e sua
estrutura inicial

Determine as estruturas
resultantes da adicdo de
novos pareamentos

Estabeleca o resultado da
simulacdo como a nova

Determine a estabilidade
estrutura inicial energéticas dessas

Teste o critério de parada astruturas

Realize uma simulagdo de Determine as taxas de
transigdo baseada nas transicao entre esses
condi¢Bes anteriores estados.

Legenda: Um exemplo de resultado apds quatro iteracdes esta representado a
esquerda: trata-se da classica estrutura em “trevo” de um RNA transportador. No
centro, o logotipo do programa. Fonte: Produzido pelo préprio autor
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3.1 Pareamentos entre bases

Antes de tratarmos especificamente das estruturas, é necessario identificar
sua unidade basica, os SBRs, derivados do pareamento entre as bases que consti-
tuem a sequéncia em estudo. Entretanto, estima-se que o nimero de pareamentos
possiveis seja da ordem de 1,866", onde N equivale ao comprimento da sequén-
cia (ZUKER; SANKOFF, 1984), relacdo que torna inviavel uma implementacdo base-
ada simplesmente em busca exaustiva para identificacio dos SBRs em sequéncias

longas.

Algumas regras restritivas foram impostas para reduzir o espaco de possibi-
lidades:

a) apenas o pareamento oscilante G/U e os pareamentos canonicos de Watson-

Crick sao permitidos;
b) os SBRs devem ser compostos por pelo menos trés pares de bases;

c) os grampos constituidos por algas com menos de trés nucleotideos sdo
desconsiderados, restricdo valida devido aos efeitos estéricos nessas con-

formacoes.

Para a identificacdo desses pareamentos, implementamos uma abordagem
baseada no método de programacdo dinamica de Nussinov e Jacobson (1980): ini-
cialmente, constréi-se uma matriz M, na qual a primeira linha e a primeira coluna
representam as bases encontradas na sequéncia em estudo. As entradas restantes
recebem “1”, caso o pareamento entre as bases correspondentes a suas coordenadas
seja permitido, ou “0” caso contrario. Como a terceira restricdo estabelece que o
comprimento minimo de um alga em um grampo é de trés nucleotideos, apenas a
regido acima dessa diagonal é preenchida, ou seja, somente os elementos m; ; com
J > i+3. Parte-se, entdo, do extremo superior direito da matriz, percorrendo-se as
diagonais em busca de sequéncias formadas por pelo menos trés “1”, atendendo
a segunda restricdo. Quando encontradas, as coordenadas iniciais e finais dessa
diagonal sdo identificadas. Caso seu comprimento seja maior que trés, todos os SBRs
contidos no segmento principal e compostos por pelo menos trés elementos também

sdo especificados. A Figura 14 apresenta um exemplo de construcao dessa matriz.
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Figura 14 - Esquema da matriz para determina¢ao dos SBRs
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Legenda: Abordagem baseada no método de programacdo dindmica de Nussinov.
Temos a diagonal principal da matriz em preto. Os elementos abaixo dela nao
sdo preenchidos devido a evidente simetria da matriz M. As trés diagonais acima
também sdo compostas por elementos nulos devido a restricdo imposta em relacdo
ao comprimento minimo para algas de grampos. Os SBRs com pelo menos trés pares
de bases estdao destacadas e atravessadas por setas que representam a direcao em que
as diagonais foram determinadas. Por exemplo, temos o segmento formado pelos
pares {{13,1},{12,2},{11,3},{10,4}} e que contém outros dois SBRs: {{13,1},{12,2},{11,3}}
e {{12,2},{11,3},{10,4}}. Fonte: Produzido pelo proprio autor

3.2 ldentificagao das subestruturas

Conforme apresentado na Introducdo, Secdo 1.3, as estruturas das moléculas
de RNA sdo definidas de acordo com a distribuicdao de seus SBRs. Como a estabilidade
de dada molécula esta diretamente relacionada a essas conformacdes, a classificacdo
e identificacdo das subestruturas resultantes é o primeiro passo para a determinacdo
de seu respectivo valor de energia livre de Gibbs. Essas subestruturas serao deno-
minadas de redes, seguindo as defini¢cGes propostas por Isambert e Siggia (2000).
Na Figura 15 estdo representadas as redes que apresentam no maximo dois SBRs
internos. Essa restricdo permite cobrir de maneira bastante satisfatoria o espago
de conformacoes presentes nos bancos de dados, sem sobrecarregar o algoritmo
de identificacdo. Utilizaremos a notagao ra, para redes abertas do subtipo x e rf,

para redes fechadas do subtipo y. Desenvolvemos um algoritmo para identificagao
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Figura 15 - Esquema da arquitetura das redes com até dois SBRs internos
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Rede-aberta-0 Rede-aberta-1 Rede-aberta-2a Rede-aberta-2b

Legenda: SURs possuem s, nucleotideos e sdo “tensionados” por SBRs internos de
comprimento aparente /,,. Fonte: Modificado de Isambert e Siggia (2000)

dessas redes, no qual a fita de RNA é “percorrida” do inicio ao fim, e um algarismo
identificador é atribuido a cada nova transicio entre um SUR e um SBR. SURs
recebem valores impares Unicos, enquanto valores pares unicos sdo atribuidos a
ambos os segmentos que compde um SBR. No final, teremos um vetor I com-
posto por valores impares e pares intercalados. Cada uma das redes apresentadas
na Figura 15 possui pelo menos uma sequéncia par-impar prépria, denominada
Identificador e representadas através dos vetores apresentados na Tabela 3. Nessa
Tabela, p; representa um elemento par, enquanto os espagos vazios, “_”, indicam
um elemento impar ou um sub-vetor de elementos impares. Algumas redes possuem
mais de um Identificador pois diferentes SBRs iniciais alteram a ordem de leitura
dos elementos subsequentes. No total, sdao 18 Identificadores, representados pela
notagdo Id; ,, onde i indica a rede em questdao e 2 a forma que se apresenta. O
Algoritmo 3.1 apresenta como a busca desses Identificadores é realizada na estrutura
de interesse. O cddigo remove os elementos identificados do vetor I ao final de cada
varredura, une os elementos impares sequenciais que surgem apos essa remogao e
reinicia a busca, até que nenhuma nova estrutura possa ser identificada. Se ainda
restarem elementos pares em I, descartamos a respectiva conformacgdo por se tratar
de uma combinacdao de SBRs mais complexa do que o permitido. Um exemplo dessa

abordagem estd representado na Figura 16.
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Tabela 3 - Tabela de Identificadores para redes

Rede Identificadores, 1d; ;

rfo Idi1: {p1, _, p1l}

rf1 Ido1: {p1, _y P2, _y P1y s P3y _, P2, _, P3}
rfea 1dsq1: {p1, _, p2, _, P3, _, P2, _, P3, _, P1}
Idg1: {p1y _y P2y _y P1y s P3y _y P2y _y P4y _y P3y _, P5y _, P4y _, P51,
rfab Id4,23 ip3, _, P2y _y P4y _, P3y P1y _, P2y _, P1, P5y _y P4y _, P5},
Idas: {p1, _y P2y _y P1y P5y _y P4r_y P5y P3y _y P2y _y P4y _, P31}
Ids:: {p1, _ p2, _, P1, P3, _, P2, _, P4y _, P3, P4},
Idso: {p1, _y P2, _, P1, P4, P3, _, P2y _, P4y _, P3},
Ids 3: {p4, p1, _, P2, _, P1, P3, _, P2, _, P4, _, P3},
ragy Ids 4: {p4, P3, _, P2, _, P4, _, P3, P1y _, P2y _, P1},
Ids5: {p3, _, p2, _, P4, _, P3, P4, P1, _, P2, _, P1},
Ids6: {p3, _y P2, _y P4y _, P3, P1, _, P2, _, P1, P4},
Ids7: {p1, _, P2, _, P1, P3, _, P4, _, P3, _, P4, P2},
Ids s: {p3, _, P2, _y P4y _, P3y P1, _, P2y _, P1) P5y _y P4y __y P53}
rasa  Idg1: {p1, _, p2, _, P1, _, P2}
rai Id7:: {p1, _, P2, _, P1, P2}, iP1, P2, _, P1, _, P2}
rag Idg,li {_}
Fonte - Produzido pelo préprio autor

Algoritmo 3.1: Busca de redes no vetor I

1.

2.

Inicialize.
Definai=1ek=1.

Percorra o vetor I em busca do padrao Id; ;.

Se Id; , for encontrado, remova-o do vetor I, e una os elementos impares em

sequéncia em um Unico sub-vetor. Continue a busca por Id; , em I.

No final da varredura do vetor I, verifique se I foi modificado: se sim, volte para
0 passo 2; sendo, verifique se & pode ser incrementado: se sim, incremente

k e volte para o passo 3; sendo, verifique se i # imax, dado imax = 8: se sim,

incremente i, defina % = 1 e volte para o passo 3; senao, finalize.
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Figura 16 - Esquema de um exemplo de identificacdo das redes através da notacado

par-impar
G Sequénciaz
& 5 -GIC.TAG.AGG.CCC.AGG.ACA.
T 1 CCG.CCC.TTT.CAC.GGC .GGT.
A AAC.AGG.GGT.TCG.AAT.CCC.
ﬁ CTA.GGG.GAC.GCC-3'
C G v
C Pe] Identificador rf0:
13 Do - :
CaAgG G_CC 2 . {x_Par,_ Impar,x Par}
Sl o)
% e - ,\CA 4 C o CT Identificador estrutural:
A c-G {1,2,3,4,5,4,7,6,9,6,11,2,13}
C T R P LA ol el B ren
GCC c 4 AC r oy
C
T A G
9AA C-GG@ CAATG {1,2,43,7,11),2,13}
7 _
G C TT rfo

Legenda: Apds a identificagdo dos SURs, que recebem valores impares, e dos
SBRs, que recebem valores pares, define-se o vetor I com os valores encontrados
quando se percorre a fita no sentido 5 — 3. Em seguida, realiza-se a busca
pelos identificadores. O exemplo apresenta inicialmente duas redes-fechadas-0
(rfo), mas a retirada dessas estruturas do vetor e posterior agrupamento dos SURs
restantes permite encontrar mais uma rf, no vetor resultante. Fonte: Produzido pelo
proprio autor

A ultima etapa para identificacdo das SBRs consiste em identificar posicGes
nas quais essas estruturas podem ser “estendidas”. Nos bancos de dados e anali-
sando os resultados de outros programas de predicao de estruturas, observam-se
SBRs formadas por dois ou até mesmo por um tnico par de base, mas somente em
casos onde esses pareamentos distam até um nucleotideo de SBRs mais estaveis.
Esse tipo de conformacdo pode contribuir para a estabilidade geral da molécula, pois
além de sua contribuic¢do energética direta, reduz o comprimento de SURs, como se
observa na Figura 17. Apés identificar os SBRs principais, o programa verifica nas
vizinhangas a ocorréncia desses eventos, uma vez que segmentos com menos de

trés pares de bases ndo sdo consideradas na etapa de busca inicial.
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Figura 17 - Esquema representando o resultado da extensao de um SBR
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Legenda: Comparagdo entre o valor da energia livre de uma estrutura apos a
extensdo de um SBR. (a) Estrutura inicialmente determinada pelo algoritmo
apresentado. (b) SBR estendido, contribuindo para a reducdo da energia livre final
da estrutura, mesmo com a formacdo de uma protuberancia (sitio 8). Sequéncia:
PDB/NDB ID 1RHT (BORER et al., 1995). Fonte: Produzido pelo préprio autor

3.3 Varia¢do da Energia livre de Gibbs para acidos nucleicos

A préxima etapa do programa deve determinar a Variagdo da Energia Livre de

Gibbs de formacgao de uma dada estrutura a partir da fita de RNA ndo pareada, AG°.

3.3.1 Estruturas secundarias

Classicamente, os valores da energia livre para acidos nucleicos sdo estimados
a partir da determinacdo da temperatura na qual metade dos segmentos bifilamen-
tares encontram-se separados em solu¢ao, a chamada temperatura de desnaturagdo,
T,. (do inglés, melting temperature). Para tal, parte-se da reacdao de desnaturacdo do

segmento em questéo,
A1 AQ ——— Al + AQ,

na qual A; A, representa as fitas ainda unidas, enquanto A; e A, representam as

respectivas fitas separadas. A constante de equilibrio dessa reac¢do sera dada por

_ [A;][A,]
[A1A5]°
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onde [A,] representa a concentracao da fita A, e [A; A;] a concentracdo das fitas
unidas. Como a relacdo entre AG° e K é dada por AG° = -RTInK, onde T é a

temperatura e R a constante dos gases ideais, concluimos que

[A1][As]

AG°=—-RTIn——=—.
"4, A

(3.1)

NaT,,, se as fitas ndo forem autocomplementares, ou seja, A; # Ay, teremos [A; A;] =
[A;] = [A;]. Definindo Ct como a concentracao total de fitas na reacao, teremos

Cr=2[A;Az]1+[A]1+[A3]=4[A,] e portanto

[AilA,] _[AL P _ (A= Cr
[A1As] ~ [A4] Ty

Para fitas autocomplementares, A; = A,, logo

[A1l[A5] _ AP
[A145] ~ [ALALT

Na T,,, teremos [A;]=2[A;A,] e portanto

[A]? _ [A,]?
[A;A:] [Aq)2

Cr=2[A1A]1+[A]1=2[A4] =2[A{]=Cr.

Conclui-se que a relacdo [A;l[A,]/[A;A,] sera dada por Crt/x, com x = 4 para fitas
ndo autocomplementares e com x = 1 para fitas autocomplementares. Isolando 7 na
Equacdo (3.1) e substituindo-o por T,,, teremos
AG;
T, = —m.

Substituindo nessa equacao a relagdo entre a variagdo de energia livre de Gibbs para
uma temperatura constante 7' = T,, em funcdo da variacao da Entropia, AS°, e da
variagdo da Entalpia, AH®, dada por AG; =AH°-T,AS", e isolando T, teremos

AGT AH°

T, =- = .
RIn(Ct/x) AS°—-RIn(Cy/x)

(3.2)

Se os valores experimentais de T, para diferentes concentra¢oes Ct forem determi-
nados para um dado segmento bifilamentar de DNA, utilizando a Equacao (3.2) po-
demos obter os valores para AG;, e, consequentemente, estimar os valores de AH®
e de AS°. Os valores desses parametros para hibridos de DNA-RNA e para estruturas
compostas apenas por RNA sao determinados de maneira semelhante (SANTALUCIA;

ALLAWTI; SENEVIRATNE, 1996).
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O banco de dados “Nearest Neighbor Database”, NNDB (TURNER; MATHEWS,
2009), dispde de um grande niimero de parametros obtidos a partir de experimentos
dessa natureza, além de uma série de expressoes e consideracoes para determina-
¢do do valor de AG° para estruturas secundarias. Implementamos todas as regras
disponibilizadas segundo a compilagao de 2004 do grupo de Turner, presente na

Versdo 1.02 (2011) do NNDB. Detalhes dos algoritmos estdo presentes no Apéndice A.

Essa abordagem mostra-se bastante apropriada para a estimativa da energia
livre de estruturas secunddrias, mas insuficiente para estudos da energia livre de
pseudonoés. Além de uma enorme variedade de conformacées, o que implicaria numa
infinidade de experiéncias, interacdoes de longo alcance que vao além das regras
classicas de pareamento poderdo ser de dificil identificagdo durante os experimen-

tos.

3.3.2 Pseudonds

Ainda ndo ha um consenso para um modelo de determinacdo do valor da
energia livre de Gibbs para estruturas com pseudonés. Optamos por implementar
duas propostas distintas: o modelo de Isambert e Siggia (2000), denominado Kine-

Fold, e o modelo Vfold, proposto por Liu e Chen (2010).

KineFold

O método KineFold divide o problema em duas escalas. Primeiro determina
subestruturas denominadas de redes, ja apresentadas na Figura 15, de modo que o
valor de sua entropia possa ser determinado analiticamente através de uma equagao
geral. Em seguida, trata a interagdo entre essas redes como um gel reticulado de
granularidade grossa (coarse-grained crosslinked-gel), na qual cada rede é substituida

por uma nodo tnico, conectados entre si por segmentos uni ou bifilamentares.

O valor da contribui¢do energética final varia de acordo com a classificagao
das redes e de suas dimensoes. Esse modelo foi implementado seguindo estrita-
mente as instrucdes disponibilizadas por Isambert e Siggia (2000), Xayaphoummine
et al. (2007) e por Xayaphoummine, Bucher e Isambert (2005). Detalhes dessa

abordagem estdo no Apéndice B.1.
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Vfold

O modelo conformacional baseado em ligagoes virtuais (Virtual bond-based
RNA conformational model, Vfold (LIU; CHEN, 2010), trata com um nivel de sofisti-
cacdo adequado o tipo de pseudoné mais frequente em RNAs naturais: o pseudoné
tipo-H. O modelo relaciona a entropia do SUR ao SBR que participa de sua formagao,

a partir da representacao presente na Figura 18.

Figura 18 - Esquema do modelo Vfold para o pseudoné do tipo-H

Legenda: Representacdo do pseudond segundo o modelo Vfold. Fonte: Modificado de
Cao e Chen (2006)

Este modelo inclui etapas e consideragoes a posteriori para justificar as di-
ferencas obtidas entre os resultados de seu modelo e os valores experimentais.
Tais considera¢des geralmente envolvem a contribui¢do energética devido ao em-
pilhamento coaxial. Além disso, importantes contribui¢des energéticas devido aos
pareamentos localizados nas extremidades dos SBRs sdao desconsideradas. Entao,

propusemos algumas adaptacoes no algoritmo Vfold para contornar essas limitacoes.

De acordo com o modelo original, a variacao da energia livre de Gibbs para

um pseudon¢ seria dada por

AG*(s1,82,01,00,03) = AGS, + AGS, — T AS; ~TAS; +AGy +AG? (3-3)

conj’

onde AS7 € a entropia para a componente L;, AG;, € a energia livre para o SBR s;
segundo o modelo dos primeiros vizinhos, AG},. € a energia devido ao empilhamento

coaxial entre os SBRs e AGZOH]. = 1,3 kcal/mol é adicionado devido a variacdo da
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entropia resultante da unido das duas subunidades (/; +s5 e I, +s;) do pseudond.
O Apéndice B.2 apresenta em maiores detalhes essa aproximacdo. Para nossa adap-

tacdo, teremos

AG® = AG;, +AG;, —T(AS], +AS] )+ AG; . + AGg, + AG; (3.4)

conj ini-

Os valores de AG;, e de AG;, sdo obtidos seguindo o modelo dos primeiros vizinhos.
Os valores de —T(AS; +AS)) e AGZOHJ. = +1,3 kcal/mol foram mantidos conforme

o trabalho de Liu e Chen (2010). Removemos da Equa¢do (3.3) o termo AGy,
resultado do empilhamento coaxial entre os SBRs, isto é, resultado do alinhamento
dos SBRs internos em um eixo comum, pois tal configuracao implicaria em tor¢oes
acentuadas, principalmente para pequenos pseudonés. Em seu lugar, incluimos a
variagdo de energia devido a extensdo terminal dos SBRs, AGy,,, segundo o modelo
dos primeiros vizinhos. Finalmente, adicionamos uma energia inicial para a for-
macado do pseudono resultante da perda de entropia translacional e rotacional, que
consideramos semelhante ao valor esperado devido a interagao entre duas moléculas
de RNA distintas: AG; , = +4,1 kcal/mol (TURNER; MATHEWS, 2009). Utilizando
essa abordagem, obtivemos valores inferiores aos encontrados pelo modelo original.

Determinamos, entdo, um novo termo energético, resultado da curvatura dos SURs.

Energia potencial devido a curvatura

Optamos por um modelo de granularidade grossa para analisarmos o com-
portamento desse termo num primeiro momento: na conformacgao conhecida como
cadeia discreta, esferas rigidas, que correspondem aos nucleotideos, estdo ligadas
entre si por hastes rigidas. Entre elas, inserimos molas de tor¢do, responsaveis pelas

propriedades elasticas da curvatura. A Figura 19 representa esse modelo.
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Figura 19 - Esquema do modelo de contas e molas

-~10
- §0

l

Legenda: Cada nucleotideo é substituido por uma esfera rigida. Nesse modelo, as
esferas estdo ligadas por hastes rigidas, e entre cada par de hastes subsequentes
existe uma mola de torcdo. / representa a distancia entre os nucleotideos e 6 o
angulo entre as dire¢des de hastes sucessivas, em radianos. Fonte: Produzido pelo
proprio autor

Seguindo a abordagem proposta por Underhill e Doyle (2005), analisando
pequenos fragmentos dessa cadeia podemos, numa primeira aproximacdo, consi-
derar que a forca elastica sera proxima da obtida para um modelo de halteres, pois
seus comportamentos esperados nos limites serdo 0s mesmos: para uma cadeia
suficientemente longa, a energia devido a curvatura vai para zero; no limite inferior,
a cadeia se comporta como uma haste rigida. De acordo com o modelo de Kratky-
Porod (KRATKY; POROD, 1949), nessa configuracdo a energia potencial devido a
curvatura sera dada por

1K _, 1kgTlp
Ucurv(e)_ 2 l 0 - 2 l

2
0%, (3.5)
onde K é a rigidez da mola entre as hastes, kg é a constante de Boltzmann, 7 é a
temperatura e /p é o chamado de comprimento de persisténcia. Podemos ver /» como
um fator que relaciona a resisténcia ao dobramento da cadeia em relagdo a energia
térmica, relacionado diretamente ao comprimento de Kuhn do polimero, Ix: Ix = 21p.

Como para o RNA [k =2,5] (ISAMBERT; SIGGIA, 2000), teremos

Usra(6) = ngTe? (3.6)

A préxima etapa consiste em determinar o valor de 6 para os SURs presen-
tes no pseudond: para isso, aproximamos essas estruturas por uma linha poligo-
nal simples, de modo que a distancia entre seus extremos seja dada pela relacdo

d=+/(41)2+s2, onde s é igual ao ndmero de pares de bases do SBR oposto ao
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segmento em questdo, n,, multiplicado por I, e 4/ representa a distancia entre os
segmentos que compoem o0s SBRs (ISAMBERT; SIGGIA, 2000). Essa linha poligonal
é determinada de modo que todos os angulos externos valham 6, e, portanto,
corresponde as arestas de um poligono regular. A Figura 20 apresenta esse modelo.

Seguindo esse principio, teremos

= \/16+n§, (3'7)

onde n; representa o numero de nucleotideos que compde o SUR. A Equacdo (3.7)

ny+1
Z eik@
k=1

ndo possui solucdo analitica; contudo, métodos numéricos sdo capazes de encontrar
valores satisfatorios para 6.

Figura 20 - Esquema do modelo para determinacdo de 6

Legenda: (a) Representacdo do pseudoné. I: distancia entre dois nucleotideos
subsequentes. A distancia entre as extremidades do primeiro SUR é dada pela
hipotenusa do triangulo retangulo em destaque, cujos catetos sdo obtidos a partir do
comprimento s do SBR oposto, e pela distancia entre os segmentos que constituem
o SBR adjacente, ~ 4. (b) Aproximacdao do SUR pela linha poligonal simples de
um poligono regular, ou seja, as hastes correspondem as arestas desse poligono
e portanto estdo rotacionadas em 6 radianos em relacdo a haste anterior. Figuras
fora de escala. Fonte: Produzido pelo proprio autor
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3.4 Taxas de ocorréncia das rea¢oes

O valor para a taxa de ocorréncia da reacdo que representa a transicdo entre
dois estados permitidos para uma molécula de RNA é obtido a partir da diferenca
entre seus valores de energia livre, ponderados através do peso de Boltzmann, ou
seja,

AGS - AGS
—] (3.8)

ki j=koEXp [ roT
onde k;; representa a taxa de transi¢do do estado i para o estado j, AG; e AG; suas
respectivas variacdes de energia livre de formagdo e &, é um pré-fator constante.
Ndo existe base experimental para determinacdo exata do valor desse pré-fator,

entdo optamos empiricamente por £, =0,1 s71.

3.5 Simulag0Oes estocasticas: o algoritmo de Gillespie

O uso de uma abordagem baseada em rea¢des quimicas simuladas a partir
do algoritmo de Gillespie (GILLESPIE, 1977) apresenta uma boa relagdo entre custo
computacional, complexidade matematica e realismo bioldgico. Para tal, precisamos
definir o conceito de estado nessa abordagem: o estado de um sistema representa sua
condicdo em um determinado instante e contém informacées suficientes para prever
seu comportamento no futuro. Intuitivamente, trata-se do conjunto de variaveis
que precisam ser acompanhadas nesse modelo.

Exemplificando, a reacao

k

A— A’

lida com duas espécies quimicas, A e A’, sendo A transformado em A’ a uma taxa
k. Utilizando um modelo estocastico, uma tinica molécula de A é convertida numa
molécula de A’, ou seja, o nimero total de elementos de A decresce em uma unidade
e acrescenta-se uma unidade ao numero de elementos de A’. A probabilidade desse
evento ocorrer num intervalo de tempo diferencial d¢ é dada pelo produto entre a
taxa k£, o nimero de moléculas de A, e pelo tempo d¢. Todo o sistema esta em um

Unico estado exato em cada periodo de tempo no algoritmo de Gillespie.

Essencialmente, uma transi¢do consiste em executar uma rea¢ao R;, com

1< j<nenigual ao nimero reagdes possiveis a partir do dado estado inicial. Através
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de nimeros aleatérios oriundos de uma distribuicdo de probabilidade uniforme,

determina-se qual a proxima rea¢do permitida e qual o tempo necessario para tal.

A implementacdo foi realizada de acordo com o Algoritmo 3.2.

Algoritmo 3.2: Algoritmo de Gillespie - Método Direto

1.

Inicialize: determine o tempo inicial, ¢y, 0 tempo maximo da reacgao, ¢, €
numero de moléculas iniciais de cada composto. Faca ¢ = t,.

. Calcule as probabilidades a; para cada reagao, e faca ao = i aj.

J=1
Determine dois nimeros aleatdrios oriundos de uma distribui¢do uniforme, r,

e ro.

Determine o tempo para a proxima reacao, r, dado que

r=—n().

ao ri

. Determine a proxima reacdo, R,, tal que p € N* e sera o menor valor que

satisfaca a relacao

7
a; >TraQg.
J=1

. Altere o nimero de moléculas para refletir a execu¢ao da reagao R, e faca ¢t =

t+T.

. Verifique se o ndmero de moléculas de algum reagente é zero ou se ¢ = t,,,,. Se

sim, finalize. Sendo, volte para o passo 2.

3.6 Programa desenvolvido

A partir dos conceitos expostos, foram elaboradas fun¢des em Wolfram Lan-

guage que:

a) Determinam quais sao os SBRs que podem se formar a partir de uma
dada estrutura, retornando a posicao das ligagoes e seus respectivos par-
ticipantes, utilizando os principios apresentados na Sec¢do 3.2. Para tal,
substituem, na sequéncia de entrada, os nucleotideos ja pareados por

elementos virtuais ndo pareaveis;

b) Encontram, a partir da matriz construida no item anterior, o conjunto de
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todas as possiveis organizagdes resultantes da adigao ou da remoc¢do de um
unico SBR da conformacdo atual, incluindo as estruturas com pseudonos.

Para o modelo Vfold, apenas os pseudonoés do tipo-H sdo mantidos;

c) Determinam os valores de energia livre das estruturas de interesse, se-

guindo as instrucoes apresentadas na Secao 3.3;

d) Encontram o valor da taxa de transicdo entre os estados a partir dos

valores de energia livre, utilizando a Equacao (3.8);

e) Realizam uma simulacdo de Monte Carlo através do Método Direto do
algoritmo de Gillespie, determinando qual a préoxima estrutura no “ca-

minho” de dobramento da molécula de RNA.

AFigura 21apresenta um quadro do funcionamento do programa, semelhante
a Figura 13, mas discriminando os conceitos desenvolvidos até aqui. Cada nova
simula¢do pode representar um “caminho” distinto pela superficie de energia livre.
Portanto, um numero razoavel de simulacdes deve ser realizado para que a saida

represente um conjunto valido de estruturas subotimas possiveis.

3.7 Simulag¢des cotranscricionais

Para as simulagOes cotranscricionais, determinamos as posi¢coes nas quais
permitiremos que a fita de RNA recém transcrita assuma suas diferentes confor-
macoes, os chamados sitios de pausa. Consideramos que a distancia entre o transcrito
livre e a posicdo do sitio ativo da enzima é de 14 nt, pois além dos 9 nt que
constituem o complexo RNA-DNA dentro da bolha de transcricao, 5 nt adicionais
estardo protegidos no canal de saida da RNA polimerase (GESZVAIN; LANDICK,

2005).

Os sitios de pausa podem ser identificados através do algoritmo presente no
Apéndice C, capaz de prever pausas relacionadas a estabilidade da bolha de transcri-
¢do no estado pré-translocado da RNAP em relacdo ao estado pds-translocado, que
classificamos como pausas do tipo 1 e pausas devido ao backtracking, classificadas
como pausas do tipo 2, seguindo as definicoes apresentadas por Zhang e Landick

(2016). Esse algoritmo também foi utilizado na elaboracdo de uma analise do com-
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Figura 21 - Esquema do funcionamento do programa

Entre com a sequéncia

Determine todos os
SBRs para essa
sequéncia

de RNA

Estabeleca a estrutura
inicial, Sy, linear

GRGCTATUADCUCAGIIGGIRIAGAS

Determine todas as
estruturas resultantes da
adi¢do ou da remog3o de

um SBR de §;

Estabeleca o resultado da
simulagdo como 5, Determine a energla livre

Teste o critério de parada

para cada estrutura

Determine as taxas de
transigo entre 5, & cada
estrutura possivel através
do fator de Boltzmann

Realize uma simulagdo de
Monte Carlo para simular
uma transicado dadas as

condigbes anteriores

Legenda: Apresentacdo esquematica das etapas envolvidas no programa desenvol-
vido. Fonte: Produzido pelo préprio autor

portamento da RNAP durante a transcri¢ao de genes ribossomais de Escherichia coli,
desenvolvida paralelamente a essa Tese. Maiores detalhes a respeito desse trabalho

estdo apresentados no Apéndice E.

O programa ainda permite que as posicoes de pausa sejam determinadas pelo
usudrio, seja para analisar o efeito de uma pausa forcada em um sitio especifico ou

caso os sitios de pausa ja estejam experimentalmente estabelecidos.

Considerando a polimerizacdo da fita de RNA até o primeiro sitio de pausa,
0 programa determina o comprimento da fita livre (posicdo da inclusao do novo
nucleotideo menos 14 nt) e entdo permite o dobramento desse segmento, numa
janela temporal equivalente ao tempo estipulado para a pausa. O procedimento é
repetido para os proximos sitios de pausa, até a fita de RNA estar completamente
transcrita. No final, o programa realiza novas simula¢des até a estabilizacdo da
estrutura da molécula. Essa aproximagdo, além de biologicamente razoavel, facilita
a determinacgdo das estruturas possiveis, pois reduz significantemente o espago de

possibilidades de pareamento entre as bases disponiveis.
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3.8 Métricas

Para determinar e comparar as capacidades de nosso modelo, é necessario
definir as métricas que serdo utilizadas. Seguindo o critério de Puton et al. (2013),

teremos:

TP: True positives, verdadeiros positivos, pares de bases corretamente preditos;

TN: True negatives, verdadeiros negativos, bases nao-pareadas corretamente pre-
ditas. O valor de TN equivale ao nimero de pares de bases tedricos permitidos
na sequéncia de referéncia e que também ndo estdo presentes na estrutura
predita. Para determinar tais pares, assume-se que a distancia minima entre

pares de bases é de 1 nt;

FN: False negatives, falsos negativos, pares de bases presentes na estrutura de

referéncia, mas nao preditos;

FP: False positives, falsos positivos, pares de bases preditos que nao estao presentes

na estrutura de referéncia. Sdo separados em trés sub-categorias:

a) Inconsistentes: Pares de bases preditos em conflito com um par de
base presente na estrutura de referéncia, ou seja, i/j é predito e i/k ou

h/j estdo pareados na referéncia, com h #iej # k;

b) Contraditorios: Pares de bases “ndo aninhados” com a estrutura de
referéncia, afetando sua conformacao espacial, ou seja, i/j é predito,
mas existe um par de base k/I na estrutura de referéncia que satisfaz
k<i<l<j.

c) Compativeis: ¢, representa os pares de bases que ndo foram classifi-

cados como TP, nem como contraditorios, nem como inconsistentes.

Com base nessas métricas, podemos definir os indicadores gerais, habitualmente
utilizados para analises preditivas, tais como a taxa de verdadeiros positivos, TPR (True
positive rate, em inglés), dada por

TP

TPR= ——
R e
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e o valor preditivo positivo, PPV (Positive Predicted Value, em inglés),

TP

PPV= —«—.
TP+ (FP —¢)

Além dessas medidas, o Coeficiente de Correlacdo de Mathews, MCC (Matthews Corre-
lation Coefficient, em inglés), é utilizado para aferir a qualidade do modelo utilizado
e facilitar comparacoes entre métodos, pois se trata de uma métrica que tem por
objetivo englobar todas as anteriores. E dado pela expressdo

TP-TN - (FP—-¢)-FN

MCC = .
V(TP + FP —¢)(TP + FN)(TN + FP — ¢)(TN + FN)

(3.9)

0 valor maximo de MCC, +1, indica uma predicdo perfeita; seu intermediario, zero,
indica que ndo existe diferenca entre a abordagem utilizada e um preditor aleatdrio;
seu minimo,-1, representa o caso no qual a predicdo esta totalmente em desacordo

com o resultado observado (GORODKIN; STRICKLIN; STORMO, 2001).

3.9 Verificacao da implementacao

O processo de verificagdo de uma implementacao visa apurar se os resultados
obtidos por simulacdao representam de forma fiel a descricao e os conceitos do

modelo no qual se baseia.

3.9.1 Estruturas secundarias

No primeiro teste de verificacao, observamos se o programa retorna corre-
tamente os valores de energia livre para as estruturas de exemplo presentes no
NNDB (TURNER; MATHEWS, 2009). Além dos dados disponibilizados pelo pré-
prio banco, comparamos nossos resultados com as saidas da ferramenta RNAeval
do pacote ViennaRNA versao 2.2.5 e do servidor web para KineFold 2016. O pacote
ViennaRNA, assim como o KineFold, baseia-se em métodos semelhantes aos de
nossa implementacao para determinacdo dos valores de energia livre de estruturas
secundarias. A ferramenta RNAeval detalha os valores de energia livre obtidos para
as diferentes subestruturas, permitindo comparag¢des mais diretas. Nao realizamos
testes no servidor para o programa Vfold pois o mesmo estava inacessivel no pri-

meiro semestre de 2016.
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Realizamos o mesmo procedimento para o exemplo proposto pelo servidor web
ViennaRNA, uma estrutura em trevo classica de um RNA transportador resultado
do dobramento da sequéncia “5'-GGGCU AUUAG CUCAG UUGGU UAGAG CGCAC
CCCUG AUAAG GGUGA GGUCG CUGAU UCGAA UUCAG CAUAG CCCA-3"". Nesse caso,
além de verificar se os valores de energia livre para tal estrutura sdo compativeis
entre as implementacées, realizamos também 20 réplicas com 1.000 simulac¢des da
renaturacdo para avaliar a distribuicdo das conformacoes estaveis permitidas pelo

NOSSO programa.

Finalmente, verificamos com maiores detalhes os valores de energia livre de
Gibbs para estruturas secundarias através do servidor web KineFold. As sequéncias,
nesse caso, foram determinadas empiricamente, conforme a necessidade e tipo de

estudo.

3.9.2 Pseudonds
Método KineFold

Verificamos a implementacdo do algoritmo de Isambert e Siggia (2000) com-
parando os resultados do cdlculo de energia livre para pseudonés com diferentes
niveis de complexidade obtidos via Bender com os valores obtidos através do servi-

dor web KineFold.

Método Vfold

O segundo método implementado, Vfold, parte do valor da variagdao de en-
tropia (AS) dos SURs presentes no sulco profundo e no sulco raso do pseudoné do
tipo-H. Verificamos se nossos valores correspondiam aos publicados por Cao e Chen
(2006), obtidos modelando os SURs como cadeias livres disposta de acordo com a

simulagdo de um caminhante aleatdrio autoevitante numa rede de diamante.

Posteriormente, realizamos o calculo da variacdo da energia livre para a
formacdo do pseudond T4-35, “5'-GAUUA UGCCA GCUAU GAGGU AAAGU GUCAU
AGCAC-3", exemplo apresentado no mesmo trabalho. Essa sequéncia também foi
utilizada para a verificacao da versao adaptada do Vfold, que inclui o termo extra

resultante da energia potencial devido a curvatura dos SURs.
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3.9.3 Tempo de execu¢ao do programa

Realizamos o dobramento cotranscricional in silico de sequéncias aleatorias
com comprimentos multiplos de 25, de 25 nt até 700 nt, segundo o modelo base-
ado no método Vfold para pseudonés, mensurando o tempo necessario para cada
simulagdo. Através de regressdo polinomial pelo método dos minimos quadrados
encontramos a funcdo que melhor ajustaria as médias das distribui¢cées dos tempos
das 96 simulac0es realizadas para cada comprimento. A maquina utilizada durante
os testes possuia processador de 2,10 GHz Intel® Xeon® E5-2620, médulos de
memoria de 1600 MHz DDR3 ECC Kingston®, sistema operacional Ubuntu 15.04
e Mathematica 10.0. Para efeito de comparac¢do, instalamos localmente a versao
de 2016 do programa KineFold (XAYAPHOUMMINE; BUCHER; ISAMBERT, 2005) e
realizamos a simulacdo das mesmas sequéncias na mesma maquina, utilizando os

parametros sugeridos pelos autores do programa.

3.10 Validacao da implementacao

O processo de validacdo de uma implementacdo visa apurar o nivel de ade-
quacao dos resultados obtidos via simulacao em relacao aos dados apurados expe-

rimentalmente.
3.10.1 Cadeia de Markov para T4-35

A sequéncia T4-35 é relativamente curta, apresentando 35 nucleotideos. A fim
de demonstrar algumas propriedades de nossa abordagem, exploramos a Cadeia de
Markov para essa sequéncia. Para tal, encontramos todas as estruturas possiveis
para a T4-35, que envolvam no maximo pseudonds do tipo-H, e determinamos
o valor da energia livre de Gibbs para cada uma delas. Selecionamos apenas as
energeticamente favoraveis, ou seja, aquelas com AG° < 0. Analisando as Cadeias de
Markov podemos determinar a probabilidade do sistema atingir os chamados estados
absorventes, conformag¢des que ndao permitem a transicdo entre outros estados, e
seriam equivalentes aos minimos energéticos locais da sequéncia em estudo. Reali-
zamos também 20 réplicas com 1.000 simula¢es cada da renaturacdo utilizando
Nnosso programa para verificarmos quais as semelhancas entre os resultados de

nossa abordagem e as saidas da Cadeia de Markov.
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3.10.2 Banco de dados RNAStrand

Para avaliar o potencial preditor de nossa implementacdo, selecionamos
sequéncias com comprimento maximo de 500 nt, formadas por somente uma molé-
cula, descartando fragmentos e ndo redundantes (sem duplicatas) obtidas no Banco
de dados RNAStrand 2.0. (ANDRONESCU et al., 2008). A Figura 22 apresenta a fungdo
distribuicao acumulada (FDA ou CDF, do inglés Cumulative distribution function) do
comprimentos das sequéncias. No total, obtivemos 637 estruturas secundarias e

604 estruturas com pseudonos.

Figura 22 - Grafico da distribuicdo acumulada em fun¢do do comprimento da
sequéncia
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2
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= Estruturas Secundarias Pseudonos

Legenda: A tonalidade mais escura representa a CDF para sequéncias compostas
apenas por estruturas secundarias, enquanto a tonalidade mais clara representa a
CDF para sequéncias com pseudonds. Observe que ~65% das estruturas secundarias
estudadas possuem menos que 150 nt (414 das 637 sequéncias), e que se atinge
~100% com sequéncias de até ~350 nt. O mesmo ndo se observa para estruturas
com pseudonds, que possuem um crescimento acentuado em seu ndmero a partir
de ~350 nt, com cerca de 20% delas abaixo desse comprimento (122 sequéncias).
Fonte: Produzido pelo proprio autor

A Figura 23 representa a porcentagem de nucleotideos pareados nas estru-
turas: uma fracao significativa apresenta entre 50 e 70% de suas bases pareadas,
independente da presenca de pseudonés. As estruturas com maior proporgao de

pareamento sdo sequéncias mais curtas e sem pseudonés: grande parte delas sdo
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constituidas por um tunico grampo. Na Figura 24 temos os histogramas para a
distribuicdo dos comprimentos dos SBRs e para o nimero de SBRs. Nota-se que, de
acordo com a Figura 24a, os SBRs dificilmente possuem mais de 10 nt de compri-
mento, independentemente da presenca ou auséncia de pseudonds; ja na Figura 24b,
esse fator é relevante, pois as sequéncias com pseudonds possuem uma distribuicdo
concentrada em torno de 23 SBRs, enquanto as estruturas secundarias se distribuem
entre duas regides: mais de 60% delas possuem menos de 10 SBRs, mas também

ocorre um acimulo na regido onde se concentram os pseudonos.

Foram realizadas 48 simulac¢oes cotranscricionais do dobramento para cada
uma dessas sequéncias, sem nenhum tipo de interven¢do. Como entrada utilizamos
somente a sequéncia de nucleotideos da fita de RNA. O programa identificou os
sitios de pausa tedricos para cada uma das sequéncias. Determinamos os valores
de MCC para cada sequéncia e comparamos o desempenho de nosso programa
qualitativamente e quantitativamente, através do teste ndo paramétrico para da-
dos pareados de Wilcoxon, simulando as mesmas sequéncias utilizando o pacote
ViennaRNA 2.2.5 (GRUBER et al., 2008), e o programa KineFold 2016 (XAYAPHOUM -
MINE; BUCHER; ISAMBERT, 2005). Ambos os programas foram instalados local-

mente.

3.10.3 Andlise de sequéncias com estruturas competitivas

Xayaphoummine et al. (2007) propuseram uma sequéncia de RNA que se aco-
moda de tal forma que suas duas estruturas estaveis possiveis apresentam valores
muito préximos de varia¢do de energia livre de formagdo. Além disso, a sequéncia
dada pelos nucleotideos originais em ordem inversa apresenta 0 mesmo conjunto
de vizinhos mais préximos para a determinacgdo de sua energia livre, devido a simetria
interna de seus SBRs. Tanto a sequéncia direta como a inversa podem assumir
uma estrutura em grampo longo com protuberancias ou uma estrutura composta
por dois grampos independentes. Entretanto, devido ao caminho de dobramento,
as sequéncias assumem configuracdes em proporg¢des variaveis de acordo com as
condi¢cOes experimentais. A Figura 25 apresenta uma representacao das estruturas
discutidas. A sequéncia direta é dada por 5'-GGAAC CGUCU CCCUC UGCCA AAAGG
UAGAG GGAGA UGGAG CAUCU CUCUC UACGA AGCAG AGAGA GACGA AGG-3'.
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Figura 23 - Grafico da distribuicdo de nucleotideos pareados
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Legenda: Sequéncias/estruturas selecionadas do banco RNAStrand. O grafico da es-
querda apresenta a distribuicdo das propor¢ées de nucleotideos pareados em funcdo
do comprimento da sequéncia, independente da presenca ou auséncia de pseudonos.
Quanto mais escura a regido, maior o nimero de sequéncias encontradas para
aquela condigdo. O histograma a direita representa a distribuicdao das sequéncias
com determinada porcentagem de nucleotideos pareados. O histograma abaixo
representa a distribuicao dos comprimentos. Para os histogramas, a tonalidade
mais escura representa sequéncias compostas apenas por estruturas secundarias,
enquanto a tonalidade mais clara representa sequéncias com pseudonds. Fonte:
Produzido pelo proprio autor
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Figura 24 - Histograma da distribui¢cao dos comprimentos e do ntimero de SBRs nas
estruturas
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Legenda: Sequéncias/estruturas selecionadas do banco RNAStrand. (a) Distribuicdo
dos comprimentos das SBRs. (b) Distribuicdo do nimero de SBRs. Fonte: Produzido
pelo proprio autor

Xayaphoummine et al. (2007) sintetizaram in vitro a sequéncia direta a 37 °C
e a sequéncia inversa em trés situagées: a 37 °C, a 25 °C e a 37 °C na presenca
do oligonucleotideo 5'-CCTCTAC-3'. Em todos os casos, a enzima responsavel pelo
processo foi a RNAP do bacteriéfago T7. Para a temperatura de 37 °C, estimaram
que taxa de transcrigdo esta entre 200 e 400 nt/s, enquanto que a 25 °C essa taxa é
reduzida entre 3 e 4 vezes. A sequéncia direta assumiu apenas a estrutura composta
por dois grampos independentes. A sequéncia inversa, por sua vez, assumiu a
proporc¢ao de 9 estruturas em grampo longo para 1 estrutura composta por grampos
independentes para 37 °C, apenas a estrutura em grampo longo para 25 °C e a

proporcdo de 1 para 1 quando na presenca do oligonucleotideo.

Realizamos 20 réplicas com 1.000 simula¢ées cada cotranscricionais conside-
rando os sitios de pausa previstos para SRA, MRA e 20 réplicas com 1.000 simulacdes
cada da renaturacdo, para ambas as sequéncias. Comparamos nossos resultados com
os experimentais, analisando o efeito das pausas na distribuicdo de estruturas finais
de nossas simulacdes. Realizamos mais dois conjuntos de simulacdes, com sitios de

pausa determinados a partir dos resultados das simula¢oes anteriores.
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Figura 25 - Esquema das estruturas resultantes da versao direta e inversa de uma
sequéncia de RNA

(a) Sequéncia Direta (b) Sequéncia inversa
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Legenda: As marcagoes indicam o centro de simetria dos SBRs. (a) Versao direta da
sequéncia em estudo. (b) Versao inversa da sequéncia em estudo. Fonte: Modificado
de Xayaphoummine et al. (2007).

3.10.4 Influéncia da estrutura do RNA nascente na cinética da RNAP

Simulamos o dobramento cotranscricional para sequéncias com sitios de
pausa conhecidos, analisando se as possiveis estruturas efémeras poderiam in-
terferir na cinética da RNAP. Estudamos se inconsisténcias na predi¢cao de pausas
utilizando o modelo para transcri¢ao presente no Apéndice C poderiam ser resultado
da formacdo dessas estruturas. No total, temos dados para dez sequéncias, sem
estruturas experimentalmente documentadas: dele¢oes D104, D111, D112, D123, D167
e D387 da regido inicial do genoma do bacteriéfago T7 (LEVIN; CHAMBERLIN, 1987)
e Sequéncias 10, 11, 12 e 13, apresentadas no trabalho de Tadigotla et al. (2006). A
Tabela 4 apresenta as sequéncias estudadas nesse trabalho. Para cada sequéncia,
foram realizadas 20 réplicas com 240 simulacdes cotranscricionais cada, conside-

rando as pausas experimentalmente verificadas e pausas tedricas do tipo 1 e 2.
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Tabela 4 - Sequéncias com sitios de pausa experimentalmente verificados.

Nome Sequéncia

AUCGA GAGGG ACACG GCGAA UAGCC AUCCC AAUCG ACACC GGGGU CCGGG AUCUG GAUCU
Seq. 10 GGAUC GCUAA UAACA UUUUU AUUUG GAUCC CCGGG UACCG AGCUC GAAUU CACUG GCCGU
CGUUU UACAA CGUCG UGACU GGGAA AACCC UGGCG

AUCGA GAGGG ACACG GCGAA UAGCC AUCCC AAUCC GACAC CGGGG CAUCG AGUGG GACAC
Seq. 11 GGCGA AUAGC CAUCC CAAUC GACAC CGGGG UCCGG GAUCU GGAUC UGGAU CGCUA AUAAC
AGGCC UGCUG GUAAU CGCAG GCCUU UUUAU UUGGA UCCCC GGGUA

AUCGA GAGGG CCACG GCGAA CAGCC AACCC AAUCG AACAG GCCUG CUGGU AAUCG CAGGC

S€4- 12 iy UAUUU GGAUC CCCGE GUA

AUCGA GAGGG CCACG GCGAA CAGCC AACCC AAUCC GAACA GCCAU CAUCC UCAGU AUUCA

Seq. 13 GGUAG CUGUU GAGCC UGGGG CGGUA GCGUG CUUUU UUCGA AUUCA CUUAA UGGUA AUCUC G

AUCGA GAGGG ACACG GCGAA UAGCC AUCCC AAUCG ACACC GGGGU CAACC GGAUA AGUAG
D104 ACAGC CUGAU AAGUC GCACG ACAGA AAGAA AUUGA CCGCG CUAAG GCCCG UAAAG AACGU
CACGA GGGGC GCUUA GAGGC ACGCA GAUUC AAACG UCGCA

AUCGA GAGGG ACACG GCGAA UAGCC AUCCC AAUCC ACACG UCCAA CGGGG CAACC GUAUG
Din1 UACAC CUGAU GGGUU CGCAA UGAAA CAACG AAUCG AACGC CUUAA GCGUG AACUC CGCAU
UAACC GCAAG AUUAA CAAGA UAGGU UCCGG CUAUG ACAGA

AUCGA GAGGG ACACG GCGAA UAGCC AUCCC AAUCG ACACC GGGGU CAACC GGAUA AGUAG
D112 ACAGC CUGAU AAGUC GCACU AGAAC AGGCA CUAGC CAACA CACUG AACGA UAUCU CAUAA
CGAAG AUAAA GGACA CAAUG CAAUG AACAU UACCG ACAUC

AUCGA GAGGG ACACG GCGAA UAGUG AGAAC UUGGC GAGAG AACAA CCUCG AACGC CGCAA
D123 GGCAC AAGAG AGGGC GGCGU GGCAU AGACG AAAGG AAAAG GUUAA AGCCA AGAAA CUCGC
CGCAC UUGAA CAGGC ACUAG CCAAC ACACU GAACG CUAUC

AUCGA GAGGG ACACG GCGAA UAGCC AUCCC UAACG UCUAC GAUGU ACAGC GCCAC GCUGG
D167 AUGCU AUACG GUGGU ACUUG ACGCA CUUAA GGAUU GCGAG CGUUU CAACA AUGAU GCCCA
UUAUA AAUAC GCUGA GAUUG CAAGC GACAU CAUUG AUUGC

AUCGA GAGGG ACACG GCGAA UAGCC AUCCC AAUCG ACACC GGGGU CAACC GGAUA AGUAG
D387 ACAGC CUGAU AAGUC GCACG AAAAA CAGGU AUUGA CAAGC GUCAA GGUAU GCUUA UCGAC
UUACU GGUCG AGAUG GUCAA CAGCG AGACG UGUGA UGGCG

Fonte - Levin e Chamberlin (1987) e Tadigotla et al. (2006)
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4 Resultados e Discussao

4.1 Estruturas secundarias

Todos os valores de energia livre de Gibbs para as estruturas secunddrias
presentes no NNDB obtidos via nossa implementacdo foram idénticos aos presentes
no banco. Alguns resultados para grampos simples estdao apresentados na Figura 26,
que inclui ainda os valores obtidos via RNAeval e via KineFold. Na figura, os grampos
(c), (d) e (e) sao considerados especiais pois seus valores experimentais de energia
livre diferem do esperado segundo o modelo dos primeiros vizinhos. Nosso pro-
grama inclui uma lista com esses casos especiais e verifica-a sempre que necessario.
Note que o RNAeval também inclui esses valores especiais, ao contrario do KineFold.
No geral, os valores possuem diferencas de, no maximo, décimos de kcal/mol,
0 que indica que as outras implementacoes realizam algumas aproximacoes na
determinacdo da estabilidade dessas moléculas.

Figura 26 — Esquema com os valores de energia livre para exemplos de grampos
presentes no NNDB

A (el Ce G
5"CACA Aa 5'CGGG Gy 57CACC CG 5'CACA CC 5'CACA G,
3auau, 5 A 3racCUch 3'GUGGGH 3'Guey, ¢ © 3'GUGU g A

(a) (b} (c) (d) (e)

NNDB/Bender | - 1,40 keal/mol | - 1,90 keal/mol | - 4,10 kcal/mol | -1,20 kcal/mol | - 1,80 keal/mol
RNAeval - 1,30 kcal/mol | - 2,60 kcal/mol | - 4,10 kcal/mol | - 1,20 kcal/mol | - 1,80 kcal/mol

Estrutura

-1,70 kcal/mol | -2,60 kcal/mol| -3,30 kcal/mol | -1,60 kcal/mol | -2,00 kcal/mol

Legenda: Valores de energia livre para algumas estruturas de exemplo do NNDB. Os
valores determinados através da nossa implementacdo, Bender, foram exatamente
os mesmos disponiveis no NNDB. A ferramenta RNAeval inclui os grampos especiais
(c), (d) e (e), mas aparentemente aproxima alguns resultados, assim como o
KineFold. Fonte: Modificada de Turner e Mathews (2009)

A Figura 27 apresenta a descricdo termodinamica detalhada das subestrutu-
ras presentes no RNA transportador proposto pelo ViennaRNA segundo o servidor

RNAeval e conforme nossa implementagdao. O valor da variagao de energia livre
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obtido ndo é o mesmo: aparentemente, o RNAeval realiza uma aproximagdo para
determinar o valor de energia livre para multiplas ramifica¢des, desconsiderando
a complexidade intrinseca nesses casos (veja Apéndice A.9). O valor obtido para
essa estrutura via KineFold foi de —28,2 kcal/mol, resultado distinto das duas outras
abordagens, mas o servidor ndo apresenta a descricdo termodinamica detalhada
para comparagao.

Figura 27 - Esquema da descricdo termodinamica detalhada da estrutura em trevo

RNAeval \WebServer

Extensao

Terminal

GC;CG: - 3,40 CG;AU:-2,10
CG;UA:- 2,10 AU;CG: - 2,20
UA;CG: -2,40 CG;CG: -3,30
Lago (13, 23) CG;CG: -3,30
CG:+ 4,90 Lago (32, 40) Laco (54, 62)
CG: + 5,00 AU:+ 4,80
Total: - 3,00 Total: - 5,90 Total: - 5,20

(7, 67) UA Total: + 1,40

_l. Bender

Final AU: + 0,45 CG-A,
Total: - 14,00 Total: - 5,87 Total: - 1,70 Total: + 2,94

-14,00-2,95-590-5.21-1,70+2,94 = - 26,79 kcal/mol

Legenda: Comparacdo entre os resultados dos programas RNAeval e Bender para a
descricdao termodinamica detalhada das subestruturas para a estrutura em trevo.
Nao houve diferencga significativa no calculo da energia livre para os SBRs, apenas
para a ramificagdo multipla. Fonte: Produzido pelo proprio autor

Nas simulag¢oes de renaturagdo, nosso programa obteve a estrutura em trevo
em ~21% dos casos, maior porcentagem para uma Unica estrutura. Entretanto,
nossa estrutura MFE corresponde a um grampo longo com protuberancias, obtido
em =~10% das simulagdes. O valor da variagao de energia livre para essa estrutura
é de —27,7 kcal/mol, contra —26,8 kcal/mol para a estrutura de referéncia. Quando
agrupamos as estruturas semelhantes, os trevos correspondem a ~30% dos resul-

tados, enquanto as hélices sequenciais representam ~50% das saidas. A Figura 28
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apresenta essas estruturas. A descricdo termodinamica dos SBRs sequenciais via
RNAeval é equivalente a nossa implementacdo, indicando que a aproximacao reali-
zada pelo ViennaRNA para multiplas ramificacoes é o que lhe garante a estrutura em

trevo como estrutura MFE.

Figura 28 - Esquema das estruturas obtidas via Bender

b |

(a) Estruturas em trevo (b) Grampo longo com protuberancias
gy o ) b1 o |44£0,2%|
> 1,720,1% s~ ¢
\ -24,3 kcal/mol
e W 1 -24,3 keal/mol
@ ol W N BTN | e D L |65£0,2%
02 - ~ Y [-27,1 keatimot |
""'-)_f. . ’ 7,720,2% (b.3) 5 ~ 17,9%0,2%
5 | -27,2 keal/mol | o | -25,0 kcal/mol |
(a.3) £ 19,5%0,2%
a. - 3
4 R o4 [21,2£0,3% *
o4 (b.5) - .
. |-26,8 keal/mol | s N ¢ 20,4 £ 0,4%

-25,6 kcal/mol

Legenda: Cada subfigura representa uma estrutura diferente, com a respectiva
frequéncia nos resultados das simulacées, o erro padrdo e seu valor de variacao de
energia livre de Gibbs. A estrela branca indica a estrutura de referéncia, enquanto
a preta indica a estrutura MFE obtida. (a) Estruturas em trevo; (b) Grampos longos
com protuberancias. Fonte: Produzido pelo préprio autor

Comparando os resultados do calculo de energia livre de nossa implementa-
¢do baseada no método KineFold com os resultados do proprio servidor, observamos
uma diferenca constante entre nossos resultados quando alongavamos SBRs ou
SURs de sequéncias arbitrarias. Concluimos que essa diferenca so se justificaria
se os valores para finais incompativeis utilizados pelo KineFold, inico parametro
constante durante essas alteracdes, fossem diferentes dos disponibilizados pelo
NNDB. Para confirmar essa afirmacdo, os valores para esses pareamentos finais
incompativeis foram obtidos por engenharia reversa. Assim, os novos resultados

para estruturas sem pseudonds tornaram-se equivalentes aos do servidor, salvo
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pequenas diferencas devido, provavelmente, a aproximacoes numéricas realizadas
pelos programas. A Figura 29 apresenta alguns exemplos de resultados obtidos a

partir dessa abordagem.

Figura 29 - Esquema da descri¢do termodinamica para KineFold sem pseudonds

@ °f 3 (b)
H°  (8-1) pares Gc = 7(-2.9) =
5 1 PFI GC/GC = -1.0 e N
) 1 PFI CG/CG = -1.5
H 1.BED 411) =23 2(3-1) pares GC = 4(-2.9)
1 la = 3.1 2 PFI GC/BA = 2(-1.3)
f ", Total = -17.4 kcal/mol 2 RFO {13} = 2(2.4)

za = 2(3.1)

[-17.4 xcal/mol | Total = -3.2 kcal/mol

(c) . B (d) . ~ (3-1) pares CG = 2(-2.9)
. (390 geees o= 2eag.ay ) Ry . 3(4-1) pares CC = 9(-2.9)
Ls . (3-1) pares CG = 2(-2.9) Ji» €07 3 PFT GC/AA = 3(-1.3)
\+ 2 PFI GC/AA = 2(-1.3) e 3 PFI CC/AA = 3(-1.6)
)+ 1 FFI €a/WU = =1.0 N 1 PFI CG/AG = -1.6
$Ne e 1 BIO LAk R RS 5\ 1 PFI GC/GA = -1.7
} -~ ! Rf0 {7} =1.8 {7 1 RO {13} = 2.4
e 24 = 2(3.1) v 1 REQ {11} = 2.2
/% , Total = -4.7 kecal/mol s 1 REO {8] = 1.9
_ S: 1 Rf0 {16} = 2.6
Total = -22.4 kcal/mol

Legenda: Descricoes termodinamicas detalhadas para cada estrutura. O valor
de sua variagdo de energia livre de Gibbs encontra-se em negrito. O valor no
quadro equivale ao obtido via KineFold. Todas as redes encontradas em estruturas
secundarias sem pseudonds equivalem a rede-fechada-o0 (rf,). O valor entre chaves
equivale ao comprimento do SUR. PFI: Pareamento final incompativel. (a) Grampo
simples. (b) Grampo duplo. (c) Grampo com protuberancia. (d) Combinacdo de
protuberancia com varios grampos. Fonte: Estruturas geradas pelo servidor web
KineFold (XAYAPHOUMMINE; BUCHER; ISAMBERT, 2005) e calculos organizados
pelo proprio autor

4.2 Pseudonos

KineFold

Comparando estruturas com pseudonds, nossa implementagdo passou a apre-
sentar diferencas mais significativas em relacao ao KineFold, como podemos obser-

var na Figura 30. As diferencas se intensificavam com o aumento da complexidade
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dos pseudonods, com resultados satisfatorios apenas para estruturas classificadas
como redes-abertas-1. Concluimos que o termo referente a contribuicdo entrdpica
devido a estrutura do “gel reticulado de granularidade grossa” ndo estava corre-
tamente implementado, pois o comportamento do restante das funcoes estava de
acordo com Xayaphoummine, Bucher e Isambert (2005). Informacoes mais deta-
lhadas sobre o comportamento desse “gel” ndao foram encontradas na literatura
especializada, e também ndo ha discussdo do método nem mesmo na tese de um

dos autores do método em questdo (XAYAPHOUMMINE, 2004).

Figura 30 - Esquema da descricdo termodinamica para KineFold considerando

pseudonods
(a) (5-1) pares GC = 4(-2.9)
(4-1) pares CG = 3(-2.9)
2 DFI GC/AA = 2(-1.3)

2 PFI CG/BA = 2(-1.6)

Ra2a {{5,6,5},{4,5}} = 5.3
A.. 2a¢ = 2(3.1)

-15.0 kcal/mol| Total = -14.6 kcal/mel

(b) 3(3-1) pares GC = 6(-2.9)
Al r 3 PFI GC/AA = 3(-1.3)

1 PFI CG/AA = =1.6

1 Rfl {{12,12},{3}} = 5.1

s i a 3@ = 3(3.1)
|-2.5 kcal/moll Total = -8.5 kecal/mol
(c) ¢ : 1 Ik (3-1) pares GC = 2(-2.9)

i & 3(4-1) pares CG = $(-2.9)
3 (7-1) pares GC = 6(-2.9)

S 5 PFI GC/RA = 5(-1.3)
NP 5 PFI CG/AA = 5(-1.6)
1™ I Rf2b {[6, 11,10,11),{4,7}) = 8.9
/ 5a = 5(3.1)

=T kcal;,'mll Total = -39.4 kcal/mol

Legenda: Descri¢des termodinamicas detalhadas para cada estrutura. O valor de
AG° encontra-se em negrito. O valor no quadro equivale ao obtido via KineFold. Os
valores presentes no primeiro subgrupo entre chaves apos a classificacdao da rede
equivale ao comprimento dos SURs, enquanto o segundo equivale ao comprimento
dos SBRs. PFI: Pareamento final incompativel. (a) Rede-aberta-2a ou pseudoné do
tipo-H. A diferenca nos valores de energia livre para esse caso é pequena. (b) Rede-
fechada-1, também chamada de kissing hairpin. Diferenca moderada entre os valores
encontrados. (c) Rede-fechada-2b. Diferenca significativa entre as implementa-
cOes. Fonte: Estruturas geradas pelo servidor web KineFold (XAYAPHOUMMINE;
BUCHER; ISAMBERT, 2005) e calculos organizados pelo proprio autor
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Vfold

A Figura 31 apresenta os graficos de correlacdo entre os valores das entropias
obtidas a partir de nossas simulacoes para a disposicao dos SURs em uma rede de
diamante e os valores publicados por Cao e Chen (2006). A Figura 31a apresenta as
entropias dos SURs para os diferentes sulcos do pseudond, enquanto a Figura 31b
o logaritmo natural do nimero de conformacOes para os SURs de um pseudoné
composto por SBRs de 5 e 7 pb. Os resultados obtidos por nossa implementacao
apresentam coeficientes de determina¢dao muito proximos de r2 = 1, indicando que

o0 algoritmo foi corretamente implementado.

Figura 31 - Graficos comparando os resultados obtidos nas simulacoes e os originais
publicados para o Vfold

(a) (a.1) Sulco Profundo (S:=6) (a.2) Sulco Raso (5:=6) (a.3) Sulco Raso (S1=4)
12f 3 a5 13 3
- 2 =0.999 i BT 7 94f F=00932 4 T r? =0.998 T
ZE? 10 1 & gal e - fa, 12 =T
E [ 2 5 b s
2 B fahg B 7.8 : = 19 8 3
= e - 8 . =1 -
o oadf - e
:tc; A _3'3. = :'; IRTX g :tc: 5,
. g e .
$° g ol” Tl e
= of .~ () = 1.009 x =0.089 el oy fx) = 1.022 x -0.109 - Pt f (x) = 0.985 x + 0.141
. B8E . . 8g”
4 [} a 10 iz BA B9 90 91 92 93 54 05 g 10 i1 i3 i3
(-AS lkg ): Verificagio (=45 /kg ). Verificagao (-AS lkg ): Verificagso
(b) (b.1) L:=8 (b.2) Lo=7 (b.3) L:=6
20 A 20 B 15 A
A =099 L% ~ =099 Lt =099 e
E - E s b =
5 15 I8 5 Tac £ P
5 p s} o ] S
— - _ A — 4_ -
L] L .
g 10 s~ g ‘ar” g s ol
= Lu-l“z‘ E " Ip." = Li=t “2'
o e .
.- F{x) = 1,004 x + 0.02 sl F(x)=0.998 x + 0.178 - T {x) = 1.008 x ~0.044
sler |- ole-
& 8 10 12 14 18 18 20 5 10 15 20 o 2 4 B B 10 12 14
In{Qg): Verificagio In{lg): Verificagio In{Qg): Verificagic

Legenda: Resultados originais pareados aos nossos resultados. No canto inferior
direito de cada grafico encontra-se a curva obtida por regressdo linear, todas
proximas de f(x) = x; no canto superior esquerdo temos o valor do coeficiente
de determinacdo r?, bastante proximo de r?> = 1. (a) Varia¢do da entropia para
cada sulco de um pseudond, considerando SBRs de comprimento S, e S;, dado
um SUR correspondente de comprimento L. (b) Resultados do calculo de entropia
conformacional para pseudonds constituidos por L; nt no SUR do sulco profundo
e L, nt para o SUR do sulco raso, considerando SBRs de comprimento S; =5 pb
e S, =7 pb, onde Qg é o resultado do produto entre o nimero de conformacdes
encontradas para os SURs L; e L,. Fonte: Dados originais obtidos de Cao e Chen
(2006) e graficos produzidos pelo préprio autor
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A Figura 32 apresenta o calculo da varia¢do da energia livre para a formacao
do pseudoné T4-35, um dos exemplos publicado por Cao e Chen (2006). O valor
obtido é inferior aos —8,1 kcal/mol encontrado experimentalmente na presenca
de 3 mM de Mg?* e 50 mM de Na*. Cao e Chen (2006) justificam essa diferenga
argumentando que a contribuicdo energética devido ao empilhamento coaxial é
o fator problematico, indicando, portanto, que essa conformacdo nio deve estar
presente nessa estrutura. Considera¢oes semelhantes foram realizadas para as ou-
tras sequéncias apresentadas no artigo, e esse fator era desprezado ou considerado

quando pertinente.

Figura 32 - Esquema para calculo da variagdo de energia livre segundo Vfold

AG = AGgz, + AGg, i i‘tj
— T(ASr, + ASL.) sBr1 gfiinAG
+ AGgc + AGeon &8 ¢
_ (;i.il +;(Hn.;)qj E:ﬁx
+ (fz,;)"!%ﬂl,ﬂ o e ’3%-2.,,7'0
= —11,5 keal/mol 3-CA

Legenda: Sequéncia T4-35, utilizando a abordagem e os parametros de Cao e Chen
(2006), que resultariam em uma variacdo de energia livre de —11,5 kcal/mol, dado
ks T = 0,62 kcal/mol. O valor experimental para essa estrutura é de —8,1 kcal/mol.
Em destaque, a contribuicao devido ao empilhamento coaxial, que, segundo os
autores, nao deve estar presente na estrutura experimental, indicando que esse
fator deve ser removido. O valor sem essa contribui¢do passa a ser de —9,0 kcal/mol.
Fonte: Modificado de Cao e Chen (2006)

Modelo adaptado

Para verificarmos o resultado de nossas adaptacoes, realizamos o calculo da
energia livre para o pseudono T4-35. Na primeira aproximacao, utilizando parame-

tros atualizados, teremos

AG°® =AGg, +AGg, —T(ASL, +ASL,) +AG( . +AGg, + AG; (4.1)

conj ini-
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N3o incluimos a liga¢do A-A que Cao e Chen (2006) consideraram presente no
primeiro SBR da estrutura, representada por um pequeno quadrado preenchido na
Figura 32, o que resultou em valores ligeiramente diferentes para alguns fatores.
Em nossos calculos, AGg =-6,3 kcal/mol e AGg, = -11,9 kcal/mol sdao as ener-
gias livres para os SBRs segundo o modelo dos vizinhos mais préximos enquanto
-T(ASL, +ASL,) = —kpT(-2,3-9,2) = +7,1 kcal/mol e AGzonj = +1,3 kcal/mol sdo
obtidos seguindo o modelo Vfold. Removemos o termo AGj., e, em seu lugar,
incluimos a variagdo de energia devido aos SRUs nas extremidades dos SBRs, nesse
caso trés finais pendentes e um pareamento final incompativel, AG;, = -0,8 -
1,7-0,2-1,7 = -4,4 kcal/mol. Finalmente, adicionamos uma energia inicial para
a formacdo do pseudonod, AG; ; = +4,1 kcal/mol. O valor final de energia encontrado
sera de AG° = -10,1 kcal/mol, proximo do encontrado por Cao e Chen (2006). Obti-
vemos resultados semelhantes para as outras estruturas apresentadas no artigo de
referéncia citado, ou seja, com valores inferiores ao esperado pelo modelo original.

Incluimos, entdo, o novo termo energético, resultado da curvatura dos SURs.

Resolvendo as equacgdes para 6 apresentadas na Equacgao (3.7) e substituindo
seus valores na Equagdo (3.5) do modelo para a energia armazenada devido a
curvatura dos SURs, encontramos U,,,., ~ kg T para os pseudonos do tipo-H de
dimensoes semelhantes ao T4-35. O valor dessa contribui¢do no calculo da energia
da estrutura presente na Figura 32 sera de U,,,, = 0,8 kcal/mol, o que resultara num
AG- final de -9,3 kcal/mol, mais préximo do obtido pelo modelo original de Cao e
Chen (2006). A inclusdo desse termo também levou a valores de energia livre mais

proximos para as outras estruturas apresentadas no mesmo trabalho.

0 modelo Vfold modificado foi escolhido como padrdo para o programa, devido a
maior aderéncia de seus resultados obtidos nessa etapa de verificacdo. E possivel
alterar a forma que o programa lida com os pseudonds, mas os testes de validacdo

apresentados a seguir foram realizados considerando as regras para esse modelo.

4.3 Tempo de execuc¢ao do programa

A Figura 33 representa o grafico com as distribui¢des dos tempos de si-

mulacdo de cada uma das 96 simulacdes de sequéncias aleatdrias realizadas para
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cada comprimento multiplo de 25. Encontramos, através de regressdo polinomial
segundo o método dos minimos quadrados, que o tempo médio necessario para

simula¢do de uma sequéncia de comprimento / sera dado por
T()=5,3x10"**~-0,100! + 5,72

. A curva T(I) também estd representada na Figura 33.

Figura 33 - Gréfico da distribuicdo dos tempos absolutos de processamento em
funcdo do comprimento da sequéncia
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Legenda: Diagrama de caixa representando a distribuicdo dos tempos necessarios
para simulagdo de cada uma das 96 sequéncias aleatdrias de comprimento /. A curva
continua é dada por T'(I)=5,3 x 107*/2-0,100] + 5,72. Fonte: Produzido pelo proprio
autor

Para compararmos o desempenho de nossa implementacao, realizamos si-
mulag¢des cotranscricionais das mesmas sequéncias utilizando a versdo de 2016 do
programa Kinefold. As distribui¢ées dos tempos necessarios para ambas as aborda-
gens estdo apresentadas na Figura 34. Kinefold apresentou dois problemas: sequén-
cias a partir de 350 nt sdao truncadas, e apenas os primeiros 350 nt sao simulados,
0 que justifica a assintota observada para os valores das medianas das distribui-

¢bes com comprimentos entre 350 e 600 nt; e sequéncias com mais de 600 nt
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sao abortadas. Ambas as medidas foram provavelmente adotadas devido ao fato
que o numero de estruturas possiveis cresce muito rapidamente em funcdo do
comprimento da sequéncia em estudo quando se considera a presenca de pseu-
donds. Veremos na Secdo 4.5 como a capacidade preditiva dos modelos também
é reduzida substancialmente com o aumento do comprimento das sequéncias, o
que justificaria as restricoes adotadas pelo Kinefold. Entretanto, qualitativamente,
nosso programa apresenta eficiéncia temporal superior a eficiéncia exibida pelo Ki-
nefold, demonstrando que nossa implementagdo é competitiva segundo esse critério.
Provavelmente, por considerar uma velocidade de transcri¢ao constante durante o
alongamento, o programa Kinefold realiza um nuimero de simula¢ées superior ao
de nossa abordagem cotranscricional. Por incluirmos uma etapa de determinagao
dos sitios de pausa, e permitindo o dobramento apenas nessas regides, reduzimos
o nimero de iteracdes, assim como o espaco de conformacdes estruturais. Contudo,
destacamos também que o programa Kinefold ainda possui como parametro o ni-
mero de pseudonds maximo que a estrutura pode apresentar: seu padrao, utilizado
nas simulagdes, é de apenas um pseudond. Ndo restringimos esse fator para as

simulac0es em nosso programa.

Figura 34 - Grafico da distribuicdo dos tempos absolutos de processamento em
func¢do do comprimento da sequéncia para Kinefold e Bender
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Legenda: Diagrama de caixa representando a distribuicdo dos tempos necessarios
para simulacdo de cada uma das 96 sequéncias aleatérias de comprimento /. Fonte:
Produzido pelo proprio autor
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4.4 Cadeia de Markov para T4-35

A sequéncia T4-35 é composta por 35 nucleotideos. Sdo 193 pareamentos
permitidos, com 52 possibilidades de SBRs com trés ou mais pares de bases e 1.034
combinacoes entre eles. Dessas combinagées, 635 envolvem no maximo pseudonds
do tipo-H, das quais 91 possuem AG° < 0. A Figura 35 apresenta a cadeia de Markov
para essa sequéncia, na qual cada ponto representa uma de suas estruturas ener-
geticamente favoraveis. As setas entre eles indicam as transi¢cdes possiveis entre
as estruturas, com intensidade relacionada a probabilidade de ocorréncia a partir
da estrutura de origem. As regioes delimitadas determinam grupos de estruturas
com caracteristicas semelhantes. A estrutura MFE encontrada para cada caso esta
indicada. Nosso programa pode retornar as estruturas presentes na Figura 35b, que
apresenta a estrutura da Figura 32 como estrutura MFE. A Figura 35a representa
a cadeia de Markov obtida caso considerassemos apenas as estruturas secundarias.
Destaca-se a auséncia de varias estruturas e transicoes nesse grafo. Note que a
estrutura MFE encontrada na auséncia de pseudonds equivale ao SBR mais longo

presente no pseudoné T4-35.

Os principais estados absorventes das cadeias estao representados na Figura 36,
com suas respectivas probabilidades de absorcao e energias livre de formacao. A
estrutura (a.1) equivale a estrutura MFE dentre as estruturas secundarias e como o
estado absorvente mais provavel dentre os 20 possiveis. No caso da cadeia de Markov
que considera pseudonos, a absorc¢do pelo estado (b.1), que equivale a estrutura de
referéncia, é quase absoluta, de forma que os outros 36 estados absorventes podem
ser desconsiderados. Podemos inferir, a partir desses resultados, que o caminho de
dobramento em dire¢do a estrutura MFE passa preferencialmente pelo grampo mais
longo, e em seguida um novo SBR se forma a partir dos nucleotideos ndo pareados

presentes em sua alca, originando o pseudond.
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Figura 35 - Grafo da cadeia de Markov para T4-35

(a) Estruturas Secundarias (b) Estruturas Secundarias + Pseudonds

Legenda: Os pontos, cujas posicdes ndo variam entre as subfiguras, representam
as estruturas com energia livre de formacao com valores que variam de acordo
com a escala presente. As ligacoes direcionadas representam as transicoes, com sua
intensidade proporcional a sua respectiva probabilidade de ocorréncia. As regides
delimitadas agrupam estruturas com caracteristicas semelhantes. A posicdo da
estrutura MFE na rede esta indicada para cada caso e esquematizadas no canto de
cada quadro. (a) Cadeia considerando apenas estruturas secundarias e (b) Cadeia
incluindo pseudonds. Fonte: Produzido pelo préoprio autor

Figura 36 - Esquema das estruturas correspondentes aos estados absorventes da
cadeia de Markov para T4-35

(a) Estruturas Secundarias (b) Estruturas Secundarias + Pseudonés
a.l 31 b.1 !
s 1 83,70%| |[ “* /°
- .Qﬁpm\! 5, A 99,29%
5 \_/ i-8,6 keal/mol | - 75N
(a.2) N )
a. 5 0 ontr? |
' ey |9:95% I W 1-9,3 kcal/mol |
5 -, e \ J}"—"
- |-4‘3 keal/mol |

Legenda: Baseado nas cadeias de Markov da Figura 35. Ao lado de cada estrutura
temos a probabilidade de absorgao do sistema para o estado em questdo, e sua
respetiva variacdo de energia livre de formacdo. (a) Cadeia considerando apenas
estruturas secundarias e (b) Cadeia incluindo pseudonés. Fonte: Produzido pelo
proprio autor
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Apesar das analises realizadas através da cadeia de Markov apresentarem re-
sultados pertinentes, ela se torna inviavel para sequéncias mais longas por basear-
se na busca exaustiva dos estados permitidos. Nossa implementac¢ao constréi um
subconjunto da Cadeia de Markov completa de uma sequéncia de RNA, pois consi-
dera apenas os primeiros vizinhos e as probabilidades de transi¢ao do estado atual
a cada iteragdo. Se o nimero de iteracoes for suficiente, identificaremos um estado
absorvente a cada simulac¢do realizada. Realizando réplicas dessas simulacoes, a
frequéncia de um determinado estado final tendera ao valor de absorcdo daquele
estado na cadeia de Markov completa, com custo computacional frequentemente
inferior ao custo necessario para a determinacdo da cadeia de Markov completa. Os
resultados de nossas simulac¢des de renaturagdo para esse exemplo estao represen-
tados na Figura 37. Na Figura 37a observamos como a frequéncia média da estrutura
representada na Figura 36b.1varia de acordo com o nimero de simulag¢des realizadas
por réplica. A Figura 37b apresenta a variacdao do erro padrdao dessas médias com
o aumento do ndmero de simulacdes por réplica. Os valores finais obtidos com
1.000 simulacdes por réplica foram de 99,8+0,03%, resultado compativel com a
absorcdo de 99,29% obtida através da cadeia de Markov completa. Destacamos que
o intervalo de variacdo da frequéncia média foi inferior a 1%, o que indicaria a alta
tendéncia do sistema assumir o estado de MFE mesmo com um numero reduzido
de simulacoes.

Figura 37 - Grafico da frequéncia média e erro padrdao da média para a estrutura
MFE da sequéncia T4-35
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Legenda: Valores para a estrutura representada no quadro, equivalente a estrutura
representada Figura 36b.1. (a) Frequéncia média para as 20 réplicas. (b) Erro padrado
das médias apresentadas na Figura (a). Fonte: Produzido pelo proprio autor
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4.5 Banco de dados RNAStrand

O diagrama de caixas da Figura 38 representa a distribuicao dos valores
de MCC calculado a partir da relacao entre as previsdes de nossas simulagoes
cotranscricionais e a estrutura presente no banco de dados RNAStrand. Os dados
estdo agrupados de acordo com o comprimento das sequéncias, e representam
apenas 0s casos nos quais alguma previsao pode ser realizada (PPV>0). Conforme
esperado, a dificuldade de previsdo das estruturas aumenta conforme o nimero de
nucleotideos da sequéncia de estudo. Além disso, estruturas sem pseudonds apre-
sentam um maior desafio para o algoritmo, uma vez que esse tipo de confromacao
é considerada em nossas simulacdes, aumentando o espaco de possibilidades e,
consequentemente, o numero de falsos positivos.

Figura 38 - Grafico da distribui¢do dos MCCs para diferentes comprimentos de RNA
obtidos via Bender
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Legenda: Diagrama de caixa representando a distribuicao dos valores de MCC para
diferentes comprimentos de RNA, obtidos a partir da comparac¢ao entre os resultados
de nossa implementacdo e as estruturas presentes no banco RNAStrand. Alguns
intervalos estipulados ndo apresentaram sequéncias para analise. Fonte: Produzido
pelo préprio autor

Na Tabela 5 temos a distribuicdo das sequéncias que apresentaram PPV > 0
dado seu intervalo de comprimento e tipo de estrutura. As sequéncias restantes

possuem caracteristicas que contrariam as regras restritivas impostas na etapa de
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determinacdao de SBRs permitidos (Secdo 3.1) ou que nao guardam informac¢dao em
relacdao ao seu caminho de dobramento. Entretanto, representam apenas ~8% das
1241 sequéncias estudadas. As maiores dificuldades encontradas estdao nos intervalos
entre 100 e 150 nt, que engloba apenas estruturas secundarias (37 estruturas) e entre

250 e 300 nt (22 estruturas).

Tabela 5 - Distribuicdo das sequéncias que apresentaram PPV> 0 em
relacao ao comprimento e tipo de conformacao

51-50 101-150 151-200 201 -250

Est. Secunddrias 94% de 122 83% de 108 80% de 180 70% de 10  92% de 13
Pseudonds 100% de 9  90% de 10 0% de 0 0% de 0 100% de 12
Geral 95% de 131 84% de 118 80% de 180 70% de 10 96% de 25

251-300 301-350 351-400 401-450 451-500

Est. Secunddrias 80% de 108 96% de 87 100% de 4 100% de 4 0% de 1
Pseudonds 97% de 30  99% de 108 100% de 342 100% de 74  95% de 19
Geral 83% de 138 98% de 195 100% de 346 100% de 78 90% de 20

Fonte - Produzido pelo prdoprio autor

A Figura 39 apresenta um comparativo entre as distribuicoes dos MCCs gerais
(estruturas secundarias e pseudonds) para diferentes intervalos de comprimento
e diferentes abordagens. O mesmo critério da Figura 38: apenas previsdes com
PPV> 0 estdo apresentadas. Assim, teremos representadas no grafico para Ben-
der-ViennaRNA-Kinefold: 545-625-611 estruturas secundarias (86%-98%-92% das
637 sequéncias), 600-600-590 pseudonos (99%-99%-97% das 604 sequéncias) e
1145-1225-1201 estruturas no geral (92%-98%-97% das 1241 sequéncias). A Fi-
gura 40 representa os MCCs apenas de acordo com a natureza da estruturas: o teste
de Wilcoxon apresentou valores p< 1072 para todos os nove pareamentos entre as
distribuicoes dessa Figura, o que atesta a hipotese alternativa de que as distribui¢des
diferem em localizagdo, ou seja, ha diferenca entre as medianas. Qualitativamente
podemos notar que o que o algoritmo ViennaRNA apresenta maior poder de predicao
em relacdao aos outros dois, que, entretanto, apresentam comportamentos seme-
lhantes. O indice MCC reduz significantemente com o aumento do comprimento da
sequéncia estudada para todos os programas, mas o algoritmo ViennaRNA apresenta

maior poder preditivo mesmo quando consideramos apenas pseudonos.
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Figura 39 - Grafico da distribuicdao dos MCCs gerais para diferentes comprimentos
de RNA obtidos via Bender, ViennaRNA e Kinefold
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Legenda: Diagrama de caixa representando as distribuicoes dos valores de MCC para
diferentes comprimentos de RNA, obtidas a partir da comparacao entre os resultados
de nossa implementacdo e as estruturas presentes no banco RNAStrand. Alguns
intervalos estipulados ndo apresentaram sequéncias para determinadas estruturas.
Fonte: Produzido pelo proprio autor

A abordagem proposta pelo ViennaRNA, capaz de identificar a estrutura MFE
através de programacdo dinamica, é eficiente na determinagao das estruturas finais
das moléculas de RNA, o que indica que essas conformagdes finais guardam pouca
informacdo em relagdo as suas estruturas efémeras, provavelmente identificadas
através das outras duas abordagens cotranscricionais. Além disso, apesar de ndo
identificar os pseudonds integralmente, o programa ainda pode prever corretamente
parte dessas estruturas, uma vez que os pseudonds sdo resultado da interagdo
entre duas ou mais estruturas secundarias. O sucesso do programa ViennaRNA na
predicdo de pseudonds é mais um argumento a favor da hipétese do dobramento
hierarquico das moléculas de RNA (TINOCO; BUSTAMANTE, 1999). Também ndo
podemos destacar o fato de que as sequéncias com pseudonds sdo mais longas,
portanto é comum apresentarem outras subestruturas além dos pseudonés, mais
facilmente identificaveis pelo algoritmo dinamico desse programa. Os valores mais

baixos de MCC obtidos por nosso método e pelo KineFold refletem o grande niimero
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de falsos positivos obtidos, resultado da superficie de energia livre extremamente
acidentada que as sequéncias apresentam. Restringindo o niimero de possibilidades,

ViennaRNA obteve o maior nimero de verdadeiros positivos entre as abordagens.

Figura 40 - Grafico da distribuicdo geral dos MCCs para diferentes tipos de
estruturas de RNA presentes no RNAStrand via Bender, ViennaRNA e
Kinefold
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Legenda: Diagrama de caixa representando a distribuicao geral dos valores de MCC
para diferentes conformacdes, obtido a partir da comparac¢ao entre os resultados
de nossa implementacdo e as estruturas presentes no banco RNAStrand. Fonte:
Produzido pelo préprio autor

4.6 Analise de sequéncias com estruturas competitivas

A primeira etapa da simulagdo cotranscricional envolve determinar quais
serdo os sitios de pausa. Como ndo ha registro experimental, os sitios de pausa
tedricos encontrados pelo algoritmo estdo apresentados na Figura 41, identificados
como pausas do tipo 1, relacionadas a estabilidade da bolha de transcricdo, ou do

tipo 2, relacionadas ao backtracking.
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Figura 41 - Esquema dos sitios de pausa tedricos para seq. direta e inversa
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Legenda: Comparacgdo entre os sitios de pausa determinados via SRA e MRA. Em
cinza temos as pausas do tipo 1 e em preto as pausas do tipo 2. (a) Versdo direta da
sequéncia em estudo. (b) Versdo inversa da sequéncia em estudo. Fonte: Produzido
pelo proprio autor

As estruturas mais frequentemente obtidas via simulacdes cotranscricionais

equivalem as obtidas experimentalmente, e estdo representadas na Figura 42. A

Figura 43 apresenta as proporcoes resultantes para cada conjunto de simulagoes:

considere a nomenclatura apresentada na Figura 42 como referéncia.

Figura 42 - Esquema das estruturas resultantes da simulagdo cotranscricional da

Legenda: (a) Versdo direta da sequéncia: (a.1) Estrutura MFE, AG®
(a.2) Estrutura alternativa, AG° = -39,9 kcal/mol. (b) Versdo inversa da sequéncia
—41,8 kcal/mol; (b.2) Estrutura alternativa,
—39,4 kcal/mol. Fonte: Produzido pelo préprio autor

em estudo: (b.1) Estrutura MFE, AG°

AG°

sequéncia direta e inversa
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(b) Sequéncia Inversa
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—41,8 kcal/mol;
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Figura 43 - Esquema da frequéncia das estruturas obtidas pelas simula¢des da
sequéncia direta e inversa em porcentagem

(a) Sequéncia Direta W21 [Od@2) [Joutras

SRA

73,5+ 04%

MRA

85,5+ 0,4%

Renat.
99,3 £ 0,06%

(b) Sequéncia Inversa [ll(b.1) [J(b.2) [Joutras

SRA

42,81 0,4% | 51,6 + 0,4%

MRA

78,20,3% 20,0 £0,3%

Renat.

99,22 +0,05%

Legenda: Renat.: Renaturacdo. Nomenclatura conforme presente na Figura 42.
(a) Versdo direta da sequéncia em estudo. Valores para SRA: (a.1) 73,5+ 0,4%,
(a.2) 4,5+0,2%; Valores para MRA: (a.1) 85,5+0,4%, (a.2) < 1%. (b) Versao inversa da
sequéncia em estudo: Valores para SRA: (b.1) 42,8 +0,4%, (b.2) 51,6 +0,4%; Valores
para MRA: (b.1) 78,2+0,3%, (b.2) 20,0 +0,3%. Fonte: Produzido pelo proprio autor

Analisando a Sequéncia Direta, observamos que sua estrutura MFE é a mais
frequente em todos os casos estudados. A permutacdo da pausa no sitio 34 pela
pausa no sitio 57 entre SRA e MRA resultou numa probabilidade maior de encon-
trarmos a estrutura MFE. Em ambas, a estrutura alternativa é pouco frequente.
Entretanto, o resultado que mais se aproximou do experimentalmente observado
por Xayaphoummine et al. (2007) foi o encontrado pela simula¢ao de Renaturacao.
Isso indica que as pausas tedricas identificadas ndo sdo tdo intensas como nos-
sas simula¢Oes estimaram. As pausas 41 e 50 sdo classificadas como do tipo 2,
e podem ser suprimidas pelo primeiro grampo, que pode agir como uma bar-
reira fisica para o backtracking e favorecer a transcri¢do, mecanismo ja observado
experimentalmente (ZHANG; LANDICK, 2016). O grampo comec¢a a ser energe-

ticamente favoravel quando 26 nucleotideos foram liberados do canal de saida



92 Capitulo 4. Resultados e Discussdo

da RNAP, o que corresponde em nosso modelo a quadragésima polimeriza¢do da
sequéncia, correlacionando o mesmo com as posi¢oes de backtrackong previstas.
Todavia, realizamos mais uma bateria de simula¢oes baseadas nessas consideragoes
e obtivemos um resultado bastante semelhante a simulacdo SRA, mas dessa vez
favorecendo a estrutura alternativa: 72,2 +0,3% para a estrutura MFE e 15,3 +0,2%
para a alternativa. Esse pode ser considerado um argumento a favor da velocidade
média dessa polimerase estar entre 200 e 400 nt/s nas condi¢ées apresentadas,
conforme estimado por Xayaphoummine et al. (2007), sem ocorréncia de pausas

significativas durante o percurso.

Ja para a Sequéncia Inversa, os resultados tedricos destoaram dos experi-
mentais logo no inicio. A saida para as pausas previstas via SRA se aproximou
bastante do resultado experimental obtido quando o oligonucleotideo estava pre-
sente. Esse oligonucleotideo interfere no equilibrio pois interage com a regido
central da sequéncia, favorecendo a formacdo primeiro grampo. A série de pausas
previstas na primeira metade da sequéncia, poderia acarretar num comportamento
semelhante; entretanto, observamos que a remocao dessas primeiras pausas, o que
seria quase equivalente as pausas previstas via MRA, apenas deslocam o equilibrio
na dire¢do da estrutura MFE. Portanto, o tnico fator que poderia corresponder a
alteracdo do equilibrio em favor da estrutura alternativa sem a influéncia de outra
molécula seria a presenca do sitio de pausa localizado na posi¢do 72, no final da
transcricao, presente no SRA e ausente no MRA. Nessa posi¢do, teremos 58 nt
livres para o dobramento. Realizamos mais uma série de simulacOes a partir desses
resultados, e com a insercdo forcada de apenas um sitio de pausa na posicdo 72,
obtivemos a proporc¢do de 9 grampos longos com protuberancias para 1 estrutura
MFE: 90,3+0,3% : 8,9+0,2%. Esse resultado também condiz com a estimativa de
velocidade da RNAP, sem ocorréncia de pausas significativas durante quase todo o
percurso, pois inserindo apenas uma pausa no término da transcri¢dao conseguimos

recuperar o resultado experimental publicado por Xayaphoummine et al. (2007).
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4.7 Influéncia da estrutura do RNA nascente na cinética da RNAP

Como exemplo representativo das analises realizadas, os resultados obti-
dos para a Sequéncia 10 serdo apresentado a seguir. Os demais resultados estdo
presentes no Apéndice D. As discussOes envolvem os conceitos de pausas do tipo 1,
relacionadas a estabilidade da bolha de transcricdo no estado pré-translocado da
RNAP em relagdo ao estado pds-translocado, e de pausas do tipo 2, que ocorrem

devido ao movimento da RNAP no sentido oposto ao da transcricao (backtracking).

A Sequéncia 10 é composta por 155 ribonucleotideos e sua transcricdo apre-
senta cinco sitios de pausa experimentalmente determinados, obtidos através da
analise de géis de poliacrilamida, com incerteza de +3 nt. A Figura 44 apresenta a
distribuicdo desses sitios, assim como os sitios de pausa identificados durante as
simulag¢bes da transcricdo dessa sequéncia através da SRA. As pausas previstas para
os sitios 31-32, 63, 74 e 92-93 sdo do tipo 1, enquanto as pausas nos sitios 56 e

81-82-83 sdo do tipo 2.

Figura 44 - Esquema da distribuicdo dos sitios de pausa para a Sequéncia 10

Seq. 10
27 34 56 67 80
B 1 — [
Teorico I .
31-32 56 63 74 81-83 91-92

Legenda: Sitios de pausa experimentais: 27, 34, 56, 67 e 80, com regido de incerteza
de +3 nt apresentada. Pausas tedricas do tipo 1 estdo representadas em cinza,
enquanto pausas do tipo 2 estdao representadas em preto. Fonte: Produzido pelo
proprio autor

A Figura 45 representa o caminho de dobramento desse segmento segundo
nossa implementacdo, representando a conformacdo da molécula nos sitios de
pausas experimentalmente determinados. As estruturas presentes sao obtidas a
partir dos SBRs mais provaveis entre as réplicas. Entre os dois primeiros sitios de

pausa, 27 e 34, ndo observamos SBRs. Logo, temos trés posicoes de interesse:

a) Figura 45a: Observamos a formacao da primeira estrutura quando a RNAP

pausa no sitio 56. Trata-se de um grampo longo com protuberancias, que
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b)

dista 6 nt do canal de saida da enzima naquele momento. Esse grampo
torna-se energeticamente favoravel quando o sitio ativo da RNAP esta
localizado no posicao 39, ou seja, quando o transcrito livre compreender

pelo menos 25 nt.

Figura 45b: Em seguida, ocorre a formacao de um pequeno pseudond
efémero, que surge imediatamente antes da transcri¢do do ribonucleo-
tideo 67, pausa experimentalmente verificada mas ndo identificada na

transcricao in silico.

Figura 45c: Na dltima pausa, no sitio 80, observamos que o pseudoné
se desfaz em favor da formagao de um grampo longo, que poderia se
apresentar depois da transcricdo do nucleotideo 72, pois observamos um
SBR entre os SURs 43-50 e 58-65. Entretanto, dada a similaridade ener-
gética entre esse grampo e o pseudond, essa nova conformacdo passa a ser
energeticamente favoravel apenas quando o transcrito livre compreender

65 nt, ou seja, apenas na regido do sitio de pausa, 79-80.

Na Figura 45a a pausa do tipo 2 no sitio 56 aparenta ndo ser inibida pelo SBR

formado, provavelmente devido ao SUR de 6 nt presente entre o SBR e canal de saida

da enzima. Ja a Figura 45b apresenta uma situa¢do na qual podemos supor que a

formacdo daquele pseudond efémero possa interferir no equilibrio do Complexo de

Alongamento Transcricional e esteja relacionada a pausa observada naquela regido.

Finalmente, nossas simula¢des apontaram pausas do tipo 2 na regiao 81-82-83: 0

grampo apresentado Figura 45c pode atuar como inibidor do backtracking e favorecer

a transcri¢do nessa regido. Entretanto, esse mecanismo de supressdo podera atuar

apenas quando a RNAP recuar 2-3 nt, na regido da pausa experimental observada

no sitio 80.
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Figura 45 - Esquema do caminho de dobramento para a Sequéncia 10

(a) 10: 20: 30: 40: 50: 60: 70: 80: o -
: : ; : : : ; : )@
JOELE L L ;eI 5) I 5 A 5 ;- 5 Y. F ‘.;:_:}
: : : : 43 P86 : AG® = 15,1 keal/mal
b : : : : E 5 : : 5y
() : v : - - ' : : LS. ..
E ((TERN{ (M (( S m.))))_,.))}).,Lmucuu.m : | &F h's)
54 67 AG® = —25,8keal/mal
(<} . - : ; : : : i y ke
: : : , . @”M gy
RO (M . ) ) 65 5 ) (L J))_)))))- [®; o)
5 4 AG® = —26,3keal /mol

Legenda: Estruturas mais provaveis obtidas a partir das 20 réplicas realizadas em
cada sitio de pausa experimental. Cada item apresenta as estruturas formadas na
notac¢ao de pontos-e-parénteses e em um esquema de seu arranjo estrutural, com
seu respectivo valor de variacao da energia livre. O quadro sobre a representacao de
pontos-e-parénteses delimita a regido “protegida” pela RNAP (hibrido RNA-DNA
e canal de saida do RNA), com o caractere “|” indicando a posicdo do sitio ativo
da enzima. (a) Pausa no sitio 56; a RNAP impede o pareamento dos nucleotideos
da posicdo 43 até a 56. (b) Pausa no sitio 67; a RNAP impede o pareamento dos
nucleotideos da posicdo 54 até a 67. (c) Pausa no sitio 80; a RNAP impede o
pareamento dos nucleotideos da posicdo 67 até a 80. Fonte: Produzido pelo proprio
autor
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5 Conclusoes

Um modelo para predi¢do de estruturas secundarias e pseudonds baseado
em simulagles estocasticas foi implementado em Wolfram Language. O programa
compreende parametros atualizados para a variacdao de energia livre de Gibbs para
pareamentos entre fitas de dcidos nucleicos, regras para determinacdo de estruturas
secundarias baseadas nos dados do banco NNDB (TURNER; MATHEWS, 2009), e
regras para determinagdo da entropia para pseudonés baseadas no modelo Kinefold
e no modelo Vfold. O método de Isambert e Siggia (2000) considera pseudonds
com varios niveis de complexidade, mas o modelo conformacional baseado em
ligacOes virtuais Vfold (LIU; CHEN, 2010), mostrou-se mais apropriado por tratar
com um nivel de sofisticacao adequado o tipo de pseudond mais frequentemente
observado em RNAs naturais, o pseudond do tipo-H. Modificamos algumas etapas
de seu algoritmo e incluimos um fator entrépico baseado na energia armazenada

devido a curvatura do laco de RNA.

O modelo também permite a inclusdo dos sitios de pausas transcricionais, e
assim podemos realizar uma simulacdo cotranscricional do dobramento da molécula.
Dessa forma, analisamos as conformacles temporarias que as moléculas podem
assumir antes de atingir sua estrutura final e os possiveis efeitos dessas estruturas
metaestaveis. Discutimos as vantagens de uma analise baseada ndo somente na
estrutura de minima energia livre de uma molécula de RNA, mas também no con-
junto de estruturas subotimas permitidas e no caminho pelo qual essas estruturas
percorrem até atingir sua conformacdo de interesse bioldgico, além dos possiveis

efeitos dessas estruturas metaestaveis.

Além disso, devido a natureza de nossa implementacdo, as andlises ndo se
baseiam apenas na estrutura de minima energia livre da molécula de RNA, mas
sim no conjunto de estruturas subdtimas permitidas quando respeita-se a natureza
estocastica do processo de dobramento desse polimero. Esse tipo de analise baseada
em probabilidade reflete o resultado de um experimento de Espalhamento de raios-x

a baixo dngulo, SAXS, que retorna os envoltorios das estruturas presentes em solucdo
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ponderados pela sua concentragao relativa. O programa possui, portanto, potencial
para ser utilizado nas andlises desse tipo de experimento, principalmente caso
as moléculas de RNA apresentarem mais de uma conformacdo em seu estado de

equilibrio.

Também apresentamos os resultados da aplica¢do do programa desenvolvido
nas sequéncias presentes no Banco de dados RNAStrand e comparamos os resultados
obtidos por outros dois programas. Apesar de nosso modelo nao ser voltado para
a identificacdo das estruturas de minima energia livre, quando utilizado para esse
fim conquistou resultados comparaveis aos obtidos pelo Kinefold. Enfatizamos o po-
tencial do programa para andlise do comportamento de sequéncias com estruturas
competitivas e como o mesmo pode ser utilizado no estudo da influéncia da estrutura
do RNA nascente em sequéncias com pausas experimentalmente verificadas. Essa
analise confirmou a sinergia entre a energia livre da bolha de transcri¢do e das es-
truturas presentes no RNA durante o alongamento para correta previsdo da cinética
transcricional, reduzindo o nimero de falsos positivos oriundos de pausas do tipo 2,
reforcando verdadeiros positivos de mesma natureza e indicando pausas tedricas
do tipo 1 que podem ser intensificadas devido a interacdo das estrturas nascentes
com o CAT. Entretanto, ainda sdo observadas inconsisténcias entre o modelo e os
resultados experimentais: técnicas mais criteriosas, como analises baseadas em
dinamica molecular, poderao colaborar na elucidacao dos processos de interferéncia

do RNA nascente na estabilidade do CAT para essas conformacoes.

Por se tratar da primeira versao desenvolvida desse programa, varias ques-
toes ainda podem ser analisadas. Por exemplo, quanto aos pseudonds: implementa-
mos duas abordagens distintas, mas novos modelos podem ser estudados e desen-
volvidos. Durante os testes realizados no Banco de Dados RNAStrand, notamos que
facilmente obtinhamos minimos locais para as estruturas devido a alta estabilidade
dos SBRs: a implementacao de uma etapa de arrefecimento simulado pode aumentar
a cobertura do espaco de estados possiveis a um baixo custo computacional. Também
podemos incluir novos parametros para o programa, como definir a energia minima
para aceitar um SBR, o nimero maximo de pseudonds que a sequéncia podera
admitir ou a presenca de SBRs fixos durante a simulacdo. Finalmente, as saidas do

programa podem ser aprimoradas: melhores opc¢oes de visualizagao, probabilidade
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do pareamento entre bases ou mesmo o desenvolvimento de um algoritmo para

predicdo de envoltoérios para resultados de andlises de SAXS.

As perspectivas para programas de analise estrutural de RNAs sdo préospe-
ras. Intera¢des entre a molécula de acido ribonucleico e outras macromoléculas
sdo sucessivamente identificadas com o avanco das técnicas experimentais. Essas
moléculas podem alterar a conformacdo espacial do RNA diretamente ou alterando
as caracteristicas do processo de transcricdao. RNAs long non-coding possuem papéis
cada vez mais estudados, entretanto ainda apresentam um desafio aos métodos de
predicdo atuais. Finalmente, estudos futuros podem analisar o efeito de alteracoes
nos genomas, como no caso dos chamados polimorfismos de nucleotideo tinico, na

estrutura dessa polivalente molécula, ubiqua nos processos celulares.
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APENDICE A — Estruturas

secundarias

Esse Apéndice apresenta os conjuntos de regras implementadas em nosso
programa para o calculo da variacdo da energia livre de Gibbs para estruturas
secundarias, segundo a compilacdo de 2004 do grupo de Turner, apresentada na
Versdo 1.02 (2011) do NNDB (TURNER; MATHEWS, 2009). Alguns parametros estdo

detalhados, mas optamos por omitir tabelas de parametros muito extensas.

A.1 Segmentos bifilamentares

Os experimentos realizados por SantaLucia, Allawi e Seneviratne (1996) mos-
traram que as interacdes entre as fitas podem ser modeladas de maneira satisfatoria
se considerarmos os efeitos da vizinhanca dos pares de bases, ou seja, essas inte-
ra¢des dependem ndo apenas das bases que formam as liga¢des de hidrogénio em
si, mas também das bases vizinhas a essas liga¢Oes. Esse principio deu origem ao
Modelo dos primeiros vizinhos (Nearest-neighbor model) para determinacgao da energia
livre de um segmento bifilamentar qualquer de comprimento n: somam-se 0s para-
metros determinados para os (n — 1) vizinhos presentes, além de outros parametros
que podem alterar a estabilidade das fitas (SANTALUCIA; ALLAWI; SENEVIRATNE,
1996).

O Modelo dos primeiros vizinhos foi implementado e utilizado em duas situ-
acoes: (I) para determinacdo da energia livre dos SBRs presentes nas estruturas
secundarias da molécula de RNA e (II) para determinacdo da energia livre resultante
das interacoes DNA-DNA e DNA-RNA presentes na bolha de transcricao e que
influenciam na cinética da RNAP durante o alongamento. Para ilustrar como esses

valores sao determinados, a energia livre de Gibbs liberada na formacao do segmento
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bifilamentar de DNA 5'-CGTTGA-3'/3'-GCAACT-5' a 37°C sera dada por

AG°(total) = AG{; + MGG, + D AG G n1as T AGA T term

ini sim
=AG{,; +AGg, +AGG+ AGGr + AGpp + AGpg + AGg, + AGZ‘Tterm

=+196+0-2,17-1,44-1,00-1,45-1,30+0,05

= —5,35kcal/mol.

Note que ndo ha penalidade para simetria (AGZ, ) nessa sequéncia, pois 5’ — 3’ #
3’ — 5'. Os parametros utilizados em nossa implementacdo estdo apresentados na
Tabela A.1, na Tabela A.2 e na Tabela A.3 e foram determinados experimentalmente
por diferentes laboratoérios. Nas Tabelas, “XY/ZW” representa os vizinhos 5'-XY-3’
ligados a 3'-ZW-5', com AH° e AG:, dados em kcal/mol e AS° dado em cal-K™*-mol .
Note que para o caso do RNA, o termo AG; ; estara presente somente em casos de

interagdo entre duas moléculas distintas.

Um exemplo do calculo da energia livre de Gibbs para um segmento bifila-

mentar de RNA, utilizando os parametros da Tabela A.2, esta ilustrado na Figura A.1.

Figura A.1 - Esquema de cdlculo para AG;, de um segmento bifilamentar de RNA

| ' ] I " . - v

15 U3 L AGp}xm.\; =T A(".-‘\U;I'r' + A(’l.ii‘.(‘(,'
é_c ¥ A(’r;_""lﬁjt'jl' A(’Y(_;:", cG 7 -’3(;':'-[-__.-;-,-‘.\1
C-G = — 2,08 — 3,42 — 2,36 — 3,42 — 2,08
G—C = 13.3 6 keal /mol
7

37 | | A =AGH +2AGk 1y e + AGim + Y MGy
L = + 4,09+ 2 x 0,45+ 0,43 + (=13,36) = —7,94 keal /mol

Legenda: Representacdo da estrutura em estudo e as operacodes realizadas para
determinacdo da respectiva variacdo de energia livre de Gibbs para sua formacao.
Como se trata da interacdo entre duas fitas distintas, o parametro de iniciacdo esta
presente. Em ambas extremidades da hélice, observamos um par A-U, portanto a
penalidade sera acrescentada duas vezes. Além disso, como a sequéncia 5' — 3’ é
igual a 8’ — 5/, adiciona-se a penalidade devido a simetria. Fonte: Modificado de
Turner e Mathews (2009)
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Tabela A.1 - Parametros para calculo da estabilidade de um
segmento bifilamentar de DNA

Sequéncia AH° AS° AGj, Sequéncia AH° AS° AGj,
AA/TT 76 -213 -1,0 AT/TA 72 -204 -09
TA/AT 72 -213 -06 CA/GT -85 -227 -15
GT/CA -84 224 -1,4 CT/GA -7.8 -21,0 -1,3
GA/CT -82 -222 -13 CG/GC -10,6 -27,2 -22
GC/CG -9,8 -244 —2,2 GG/CC -8,0 -19,9 -1,84
AGioni +0,2 =57 +1,96 AGZ-T term +2,2 +6,9 +0,05

o
AGsim

Fonte - SantaLucia e Hicks (2004)

0,0 -14 +04

Tabela A.2 - Parametros para calculo da estabilidade de um
segmento bifilamentar de RNA

Sequéncia AG3, Sequéncia AGy, Sequéncia AG3,
AA/UU —-0,93 UU/AA -0,93 AU/UA -1,10
UA/AU -1,33 CU/GA -2,08 AG/UC -2,08
CA/GU -2,11 UG/AC -2,11 GU/CA -2,24
AC/UG -2,24 GA/CU -2,35 UC/AG -2,35
CG/GC -2,36 GG/CC -3,26 CC/GG -3,26
GC/CG -3,42 AG/UU -0,55 UU/GA -0,55
AU/UG -1,36 GU/UA -1,36 CG/GU -1,41
UG/GC -1,41 CU/GG -2,11 GG/UC -2,11
GG/CU -1,53 UC/GG -1,53 GU/CG -2,51
GC/UG -251 GA/UU -1,27 UU/AG -1,27
GG/UU —-0,50 UU/GG -0,50 GU/UG +1,29
UG/AU ~1,00 UA/GU ~1,00 UG/GU +0,30
AG? +4,09 AGS +0,45 AG® +0,43

ini A/U,G/U term
Fonte - Turner e Mathews (2009)

sim
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Tabela A.3 - Parametros para calculo da estabilidade de uma
fita hibrida de RNA-DNA

Sequéncia AH° AS° AGy, Sequéncia AH° AS° AGy,
rAA/dTT -78 -21,9 -1,0 rAC/dTG -59 -123 -21

rAG/dTC -91 -235 -18 rAU/dTA -83 -239 -09

rCA/dGT -90 -261 -0,9 rCC/dGG -93 -232 21

rCG/dGC  -16,3 -47,1 -1,7 rCU/dGA -70 =197 -09

rGA/dCT -55 -135 -1,3 rGC/dCG -80 -17,1 -2,7

rGG/dCC -12,8 -319 -29 rGU/dCA -78 -216 -1,

rUA/dAT -78 -232 0,6 rUC/dAG -86 -229 -15

rUG/dAC  -10,4 -284 -1,6 rUU/dAA  -115 -364 -02

AG? +1,9 -39  +31

ini
Fonte - Sugimoto et al. (1995)

A.2 Empilhamento coaxial sequencial

Um caso especial ocorre quando dois segmentos bifilamentares independen-
tes, mas subsequentes, se alinham no mesmo eixo. A energia livre de Gibbs dessa
conformacdo é aproximada como se tratasse de um mesmo segmento, conforme

apresentado na Figura A.2.

Figura A.2 - Esquema de calculo para AG;, de um empilhamento coaxial

TR re—

3! GU GU 5J 137 coax — TAC/UG
G A = — 2,24 kecal/mol
5'3'

Legenda: Representacdo da estrutura em estudo e a operacgdo realizada para
determinacdo da respectiva variacao de energia livre de Gibbs para sua formacao.
Apesar de tratada como um Unico segmento bifilamentar, a penalidade devido ao
pareamento A/U no final do primeiro segmento ainda devera ser aplicado no calculo
da estabilidade geral da molécula. Fonte: Modificado de Turner e Mathews (2009)
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A.3 Extremidades pendentes

Sao nucleotideos ndo pareados que se estabilizam no final de um segmento
bifilamentar, em qualquer uma das duas extremidades, 3’ ou 5. No RNA, extremi-
dades 3’ costumam ser mais estaveis que as 5. A Figura A.3 ilustra o calculo da
energia para esse tipo de estrutura, utilizando os parametros experimentalmente
determinados e disponiveis no NNDB.

Figura A.3 - Esquema de cdlculo para AG:, de uma extremidade pendente

5' AGCACGC 3'|—— - -
y o LA y {A(".L-;n = AGgejox + AGM';:‘X("
3" COUGE 5
‘l“(;‘éT = z ‘L("vpm'.:_q T ‘A(:llm + AG, xt
— 10.13 +4.09 4+ (=0.4 = 0,2) = —6.6 keal /mol

Legenda: Representacdo da estrutura em estudo e as operacgoes realizadas para
determinacdo da respectiva variacdao de energia livre de Gibbs para sua formacao.
“X” aqui representa a auséncia do nucleotideo. Fonte: Modificado de Turner e
Mathews (2009)

A.4 Incompatibilidade terminal

Ocorre quando duas extremidades pendentes estao localizadas no final ou
no inicio de um segmento bifilamentar, formando um par ndo canénico, conforme
representado na Figura A.4. Seus valores estdo experimentalmente determinados e
disponiveis no NNDB.

Figura A.4 - Esquema de calculo para AGj;, de uma incompatibilidade terminal

5 pscEaG 37
13" UCGCGAA 5'|

AGS =D AGu +AGH + AGhg/an

pares

= —1203+4,09+ (—1.1) = —9,0kecal/mol

Legenda: Representacdo da estrutura em estudo e as operacoes realizadas para
determinacgao da respectiva variacdao de energia livre de Gibbs para sua formacao.
Fonte: Modificado de Turner e Mathews (2009)
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A.5 Empilhamento coaxial com incompatibilidade

Como no caso do empilhamento coaxial sequencial, dois segmentos bifila-
mentares se alinham, mas dessa vez um tnico pareamento incompativel, i.e., ndo
canonico, esta presente entre eles. Nessa situacdo, existem dois empilhamentos
adjacentes: no primeiro, a incompatibilidade localiza-se adjacente ao segmento, e é
tratada como uma incompatibilidade terminal; no segundo, adiciona-se um termo
independente da sequéncia, —2,1 kcal/mol, conforme apresentado na Figura A.5,
e se a “incompatibilidade” pudesse formar um pareamento de Watson-Crick ou
um G/U, adiciona-se ainda -0,4 ou -0,2 kcal/mol, respectivamente, a variacio da
energia livre da estrutura. Os parametros para esse caso foram omitidos, mas estdo

disponiveis no NNDB.

Figura A.5 - Esquema de calculo para AG;, de um empilhamento coaxial com

incompatibilidade
5" CAGCA 37
3 ' GUG GU 5 "1|A ;;:Tcuux ine — jlr:';ﬂ_-;‘-u‘.'i,"'[lf.'i ks ":“C;?uuump
g’ é\ , = —0,8—-21=-29kcal/mol

Legenda: Representacao da estrutura em estudo e a operagdo realizada para
determinacdo da respectiva variacdo de energia livre de Gibbs para sua formacao.
Fonte: Modificado de Turner e Mathews (2009)

A.6 Grampo

Algumas al¢as unifilamentares de comprimento 3, 4 e 6 nt apresentam
pouca aderéncia ao modelo, mas possuem valores tabelados experimentalmente
determinados, disponiveis no NNDB. Um exemplo do cdlculo da varia¢do da energia
livre para algas genéricos estd ilustrado na Figura A.6, com valores estimados a

partir das seguintes equacoes:

AGS.. (n) = AGir.g; (W + AG7.6. (), n=3,
37,82 T
AGy,g (n)+AGS(term) + 3 AG:,(bonus) + AG5g. (), n>3,
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onde AG3;,. g, W) Tepresentaa variagdo da energia livre minima para formagdo dessas
estruturas, com valores tabelados e disponiveis no NNDB, e AG:,(term) é a energia
da primeira incompatibilidade terminal. Caso a incompatibilidade seja U/U, G/A ou
G/G, ou ainda se o ultimo par do segmento bifilamentar presente antes da al¢a for
G/U, adicionam-se as respectivas bonificacdes: —0,9, —0,9, —0,8 ou —2.2 kcal/mol.
Algas compostas apenas por C recebem uma penalizacdo extra, dada em funcao de
seu comprimento por

15, n=3,
AGy,g.(n)=

0,3n+1,6, n>3.

Figura A.6 - Esquema de calculo para AG;, de um grampo

| G - :V A(;Li'l' - A(”?{T:u,,,, (5) + ‘A("\ U term
' G
5 (Ilﬁl\(lf/?. K +AGEG + Y AG
3’ GUGUGA = +5.7+0,45 — 0,8 + (—6,46)
| 1,9 keal /mol

Legenda: Representacdo da estrutura em estudo e as operacoes realizadas para
determinacgao da respectiva variacdao de energia livre de Gibbs para sua formagao.
Temos como incompatibilidade terminal o par G/G, e a respectiva bonificacao foi
adicionada. Fonte: Modificado de Turner e Mathews (2009)

A.7 Protuberancias

No caso das protuberancias, o valor estimado da variacdo de energia livre em

funcdo do nimero de nucleotideos »n é dado por:

AG§7;pini(n) + AG;ﬂ;pc +AG:, —RTIn(nest), n=1,

37;emp
AG§7;prot(n) =9 AG§7;Pini(n)’ l1<n<e,
AGg,, (6)+175R T In(n/6), n>6,
onde n € o numero de nucleotideos ndo pareados e AGj;, € a variagdo de energia

inicial para essa conformacdo. Essa variacdo inicial esta experimentalmente de-
terminada e disponivel no NNDB para 1 <n <3 e é linearmente extrapolada para

4<n<6. Paran =1, pc representa uma protuberancia especial onde um C pareado é
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seguido de um C ndo pareado, AG%;. o, € @ energia dos vizinhos que se formariam
se ndo existisse a protuberdncia e n.st € 0 nimero de segmentos unifilamentares
possiveis indiferenciaveis. Note que nessa situagdo, considera-se que os segmentos
bifilamentares sdo ininterruptos, portanto ndo ha penalizacdo por A/U ou G/U nas
extremidades desses segmentos. A Figura A.7 apresenta um exemplo de calculo para

n=1 e a Figura A.8 para um caso com n = 3.

Figura A.7 - Esquema de célculo para AG:, de uma protuberancia simples

AGE =Y AG, +AGL +AG, (1)
, 31 ; + AGE | + AGGy,, — RTn(3)
> (ug(uzﬂ: (|5 3 = (=342 — 3,26) + 1,09 + 3,81
3' CGG-C 5' — 0,9+ (—2.36) — 0,616 % 1,099
- = — 2.Tkeal /ol

Legenda: Representacdo da estrutura em estudo e as operacoOes realizadas para
determinacdo da respectiva variacdo de energia livre de Gibbs para sua formacao.
Trata-se de uma protuberancia devido a presenca de um unico C ndo pareado,
antecedido por um C pareado; a respectiva bonifica¢ao foi adicionada. Adicionamos
também a contribuicdo caso a protuberancia ndo existisse: no caso teriamos os
vizinhos CG/GC. Note que a protuberancia poderia ser resultado do ndo pareamento
de qualquer uma das trés citosinas; logo nest = 3. Fonte: Modificado de Turner e
Mathews (2009)

Figura A.8 - Esquema de calculo para AG;, de uma protuberancia com 3 nt

' , ACA )
5 GG 3
3' CU---C 5’
AG =) AG pres +AG; + AGS 1y rerm + AGprot(3)
= (—2,35) 4+ 4,09 + 0,45 + 3, 2 = +5, 4 keal /mol

Legenda: Representacao da estrutura em estudo e as operagoes realizadas para
determinacao da respectiva variacdo de energia livre de Gibbs para sua formacao.
No caso, como n = 3, 0 parametro AGy, . encontra-se tabelado. Fonte: Modificado
de Turner e Mathews (2009)
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A.8 Lagos internos

Pequenos lagos internos, 1x1, 1x2, 2x2, possuem valores experimentalmente
determinados, disponiveis no NNDB. A estabilidade de lacos maiores é predita

seguindo a equacao

AG37 lago(nl’nz) = AG (nl +ng)+ AG37 assim ! —ng|+ Z AG37 inc T AGA/U G/U term*?
onde AG;, L (n 1+ny) possui valores disponiveis para n <6, e é extrapolado para ou-

tros valores por AGy, (n 1+ne>6)= AG37 (6)+1 081n(n/6). Além disso, a constante

7:1lin Lin

AG;, osim = 0,6 kcal/mol surge em lagos a551metr1cos e AGS,

A/U,G/U term* — =0,7 kcal/mol

substitui a penalidade AG; AJU,G/U term 1O calculos da variacdo da energia das duplas

hélices. As variacGes devido as incompatibilidades terminais, AG?® variam em

37;inc’
relacao as utilizadas nas situa¢oes normais: quando os lacos apresentam 1 x (n —

1), AG? =0 kcal/mol e AG?

S7:inc s7:incomp POSSUL valores tabelados para lacos 2x3 e

para algumas outras incompatibilidades especificas; caso contrario, utilizam-se as
regras apresentadas anteriormente. A Figura A.9 apresenta uma ilustracao desse

calculo.

Figura A.9 - Esquema de calculo para AG3;, de um lago interno

GA
5' (IJA CG 3’
3! GU GC 5'
AGY =) AGS. +AGY; + AGyp(2,3)
= ZA{'I:IHFL‘\' T A('iui + A‘(_;Em,( ) + A('l uu| = {‘
2z A(;f-‘\r_:,fl';_; Be A("?;(;,.-‘(_:A =H AC”R,T term®

=(—2,11-236)+4094+204+0.6 x| —1|+(-08—-1.2)4+07
= + 0,9keal /mol

Legenda: Representacdo da estrutura em estudo e as operacdes realizadas para
determinacao da respectiva variacao de energia livre de Gibbs para sua formacao.
Fonte: Modificado de Turner e Mathews (2009)
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A.9 Mlltiplas ramifica¢Ges

A variacao da energia livre para regioes de fita simples resultantes da junc¢ao

de mais de duas duplas hélices é dada por

AG g7 vR = AG37;MRim +Min {Z AG37;emp} .
A variagdo de energia para a iniciagao segue

MGy, =9,25+0,91x A—=0,63x B+AG;

37;tensao’

com A = Min{2,0; nq}, onde nq é o valor médio das diferencas entre o nimero de
nucleotideos ndo pareados ao lado de cada uma das duplas hélices presentes; B é o
numero de duplas hélices presentes e AG}, tensao = 3,14 kcal/mol surge apenas em
lacos resultantes da juncdo de trés duplas hélices com menos de dois nucleotideos
ndo pareados. O termo ¥ AGj;.e,, € encontrado determinando-se todas as configu-
racoes possiveis para o laco e somando todas as combinacdes entre essas possiveis
energias. A Figura A.10 ilustra o calculo para o lago presente na classica estrutura em

“trevo de quatro folhas”, presente no RNA transportador. Para esse caso, teremos
AG3 g, = 925 +0,91 x Min{2,0;(2+1+4+5)/4} - 0,63 x (4) = +8,6 kcal/mol

e, portanto, conforme a Figura A.10, AG;, ,r = 8,6 —5,9 = 3,6 kcal/mol.
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Figura A.10 - Esquema de cdlculo para AG;, de multiplas ramifica¢des

L AGS =AGhv jau T AGeaia;

Haste 1 _‘ 37 { .\,-.\l C E;_,-L..\
Grampot S| GEmROI_ FAGG/ox + AGGx/cc
C /T]] LTI ./ = — 2.9 keal/mol (a)

H AG3; =AGx au + AGEx 6a

Grampo 2 — 4 _"__‘

[T'\ + AGGA/cc + AGEx e
o/ = — 1,9 keal/mol (b)

| AGSr =AGE s jcu + AGeq/ca + AGg s cx = —4.9keal/mol (c) |
| AG3; = AGGA jcu + DGy oa + AGGA 0 = —3,9keal/mol (d) |

L\'(--";r :A("T'X..-’,-\l' ¥ AGE"(;;(;;\ A(:;;T :‘3(:"?'&!,11'- + AGj,

incomp

tAG, + AGGx /oo tAGGa e + AGGx e

ITLCOT

= — 3.9 keal/mol (e) = — 3,8keal /mol (f)

| AG3 = AGE, cu + AGeg aa + AG —5,9 keal /mol (g) |

o —
incomp

| AGS; = AG, o + AGS, +AGY, o = —58keal/mol (h) |

incomp

Legenda: Representacdo da estrutura em estudo e as operacdes realizadas para
determinacao da respectiva variacao de energia livre de Gibbs para sua formacao.
S3o 4 SBRs e 8 configuracoes possiveis. A configuracdo (g) possui a menor variagao
de energia livre, —5,9 kcal/mol, logo sera a configuragdo considerada nos calculos.
(a) Hélice 1 com U-3' pendente, Hélice 2 com uma incompatibilidade terminal,
Hélice 3 com A-3' pendente e Hélice 4 com C-5' pendente. (b) Hélice 1 com U-3’
pendente, Hélice 2 A-5' pendente, Hélice 3 com incompatibilidade terminal, e
Hélice 4 com C-5' pendente. (c) Hélice 1 em empilhamento coaxial sequencial com
a Hélice 4, Hélice 2 com incompatibilidade terminal, e Hélice 3 A-3’' pendente.
(d) Hélice 1 em empilhamento coaxial sequencial com a Hélice 4, Hélice 2 A-5'
pendente, e Hélice 3 com incompatibilidade terminal. (e) Hélice 1 com U-3’
pendente, Hélice 2 em empilhamento coaxial com incompatibilidade G-A com
Hélice 3, e Hélice 4 com C-5' pendente. (f) Hélice 1 com U-3’ pendente, Hélice 2 em
empilhamento coaxial com incompatibilidade A-G com Hélice 3, e Hélice 4 com C-5'
pendente. (g) Hélice 1 em empilhamento coaxial sequencial com Hélice 4 e Hélice 2
em empilhamento coaxial com incompatibilidade G-A com Hélice 3. (h) Hélice 1 em
empilhamento coaxial sequencial com Hélice 4 e Hélice 2 em empilhamento coaxial
com incompatibilidade A-G com Hélice 3. Fonte: Modificado de Turner e Mathews
(2009)
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APENDICE B - Pseudonds

Dois métodos foram implementados para o calculo da variagdo da energia
livre de Gibbs para pseudonds: KineFold e Vfold. O primeiro trabalha em duas escalas,
analisando as redes individualmente e globalmente, enquanto o segundo baseia-
se em observacgoes estruturais, modelando a molécula de RNA através de ligacGes

virtuais.

B.1 KineFold

Para a aproximacgdo de Isambert e Siggia (2000), as duplas hélices sdo mode-
ladas como “hastes”, e regioes ndo-pareadas como cadeias gaussianas com com-
primento de Kuhn 5 = 1,5 nm, ou 2,5 bases de comprimento a =6 A. A Figura 15
apresentou os oito tipos permitidos de redes, com no maximo duas duplas hélices
internas. O valor da contribuicdo energética dessas estruturas varia de acordo com
sua classificagdo. A equagao geral para determinacdo da contribuicdo entrdpica, S,

é dada por
e—Allﬁ—Azzg @24sl1ly _ a—2A3l11>

eS/k — x
D372 4A3l415

(B.1)

Um fator multiplicativo a = 0,0068 é incluido para cada laco presente na estrutura.
Os parametros presentes nesta equac¢ao estdo apresentados na Tabela B.1. A classi-
ficacdo das redes segue a notacdo presente na Tabela 3. Nos célculos, =3/2-a-b e o
parametro / corresponde ao comprimento efetivo da dupla hélice presente na rede,

dado por
/
l= [d2sen2 (mnyn,)+h? (ns/np)2]12, (B.2)

para duplas hélices curtas (n, <6), e
1/2

l=n,6 [d2sen2 (w6/n,)+h* (6/np)2] : (B.3)

para duplas hélices longas, onde n, é 0o nimero de pares de bases de RNA, d =3,3a é0
diametro aparente da hélice, n, = 11 é o nimero de pares de bases por volta completa

e o comprimento da haste para cada volta da dupla hélice é dado por 2 =5a.
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APENDICE B. Pseudonds

Tabela B.1 - Tabela de parametros para equacdao Equacdo (B.1)

Rede D Aq Ag Ag

rag 1 0 0 0

ray S0 B/D 0 0

raga 8051 +S0S2 +5152 B(s1+s9)D B(so+s1)/D Bs1/D

ragp s1(sg +s2) Bs1/D B(sg+s1+s2)/D Bs1/D

rfo S0 0 0 0

rfi $0S1 B(so+s1)/D 0 0

foa sps3(s1+s2)+s1sa(sg+s3) P(sg+s3)s1+s2)/D  P(sg+s3)so+s1)/D  P(sgsa—s153)/D
fob s183(sg +s9) B(so +sg +s3)s1/D B(sg+s1+s2)s3/D Bs1s3/D

Fonte - Isambert e Siggia (2000)

Para a analise em larga escala, cada rede que constitui a estrutura é subs-
tituida por uma nodo tnico. Esses nodos estardao conectados entre si por regides
de fita simples ou regioes de fita dupla. A Figura B.1 ilustra o resultado dessa
abordagem. A entropia conformacional resultante é determinada assumindo que
esses nodos estdo conectados através de “molas” Gaussianas, cujo comprimento
médio quadrado é igual a distancia média quadrada entre as redes conectadas
em questdo. De acordo com o trabalho de Isambert e Siggia (2000), a entropia
desse “gel reticulado gaussiano” (“Gaussian crosslinked gel”) é calculada através de
n —1 integragGes algébricas, onde n é o nimero de nodos e, consequentemente, de
redes na estrutura. Quando dois nodos estdo conectados por varias hastes, trata-
se 0 problema como molas em paralelo, oscilando de acordo com a situagdo. Além
disso, para melhor concordancia com os resultados experimentais, Isambert e Siggia
(2000) incluiram efeitos devido ao volume excluido, redefinindo o comprimento de
equilibrio das “molas”: o expoente de volume excluido foi alterado de 0,5 para redes

ideais para 0,65.
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Figura B.1 — Esquema do ‘“gel reticulado gaussiano”

Legenda: Andlise em larga escala: cada nodo representa uma rede. As interagdes
entre essas redes sao modeladas através de “molas” gaussianas, cujo comprimento
depende do niimero de nucleotideos presentes nas regides de fita simples ou duplas
entre elas. Fonte: Modificado de Isambert e Siggia (2000)

B.2 Vfold

O modelo Vfold sofreu alteragdes e inclusdes ao longo dos anos, mas im-
plementamos as regras e parametros apresentados por Cao e Chen (2006), Cao e
Chen (2009) e por Liu e Chen (2010) por satisfazerem os objetivos desse trabalho. A
publica¢do mais recente do grupo mostra que elementos estruturais mais complexos
e outras subestruturas podem ser modelados através de sua abordagem (XU; CHEN,

2015).

Baseado em observacoes a respeito das estruturas conhecidas de RNA, o
modelo aproxima a molécula através de liga¢des virtuais entre P-C,, conforme
mostra a Figura B.2, reduzindo drasticamente o espaco de conformacgdes espaciais
disponiveis. Destaca-se o fato que o angulo dessa ligacdo virtual variar entre 90° e
120°, o que permite distribuir essas ligacdes numa rede de diamante numa primeira
aproximacdo. Nessa rede, o angulo de ligacdo é fixo e vale 109,5°. A distancia
entre as ligacdes é igual ao comprimento da liga¢do virtual, equivalente a 3,9 A.
Essa aproximacado por granularidade grossa gera desvios médios quadrados (RMSD)
da ordem de 2,2 Aquando duplas hélices de RNA com estruturas conhecidas s3o

inseridas nessa rede. O modelo relaciona a entropia do laco a dupla hélice que
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participa de sua formacdo, incluindo seu comprimento como um dos parametros
necessarios, e decompondo o pseudoné em duas subunidades, cada uma relacionada

a um sulco, representados na Figura B.3.

Figura B.2 - Esquema para a aproximacao da molécula de RNA por ligacoes virtuais

%
Ol 4

i\
e
4 L
[
I_. &

Legenda: Representagdo de uma base de RNA, apresentando os diferentes angulos
torcionais presentes, indicando a posicao das ligacOes virtuais entre P-C,. Fonte:
Liu e Chen (2010)

Figura B.3 - Esquema para o pseudoné do tipo-H

S’I I 1

Legenda: Representacao indicando o sulco profundo, I, + s,, € 0 sulco raso, I+ s;.
Fonte: Modificado de Cao e Chen (2006)
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O numero de conformacées possiveis para cada subunidade é determinado
através da enumeracdo exata de todos os caminhos auto-evitaveis permitidos na
rede de diamante, com distancia fixa entre as extremidades do laco. Esses valores
serdo denominados de w;,, com i representando cada uma das subunidades do
pseudond. Um cédigo para determinacdo dos valores de w foi implementado. Des-
considerando a interacdo entre os dois lacos, o nimero de conformacodes permitidas

para o pseudono sera dada por
Qs =0, wr,. (B.4)
A variacdo da entropia desses lagos sera dada por
AS] . =—kpInwlivreq,/®L;s (B.5)

onde wiiyreq,) € dado pela enumeragdo do nimero de conformagdes permitidas
para o laco livre, i.e., sem distancia fixa entre suas extremidades. Determinamos
localmente os valores para essas entropias, para lacos de até 12 nt. Para lagos mais

longos, Cao e Chen (2006) sugerem a aproximacao dos valores por

Inwy, =aln(l —lpin+1D+bIn(l —ipin+1D+c e (B.6)

1n(1)]ivre(Li) = 2,14l + 0,10, (B.7)

onde I, representa o menor laco permitido para o comprimento da dupla hélice
da respectiva subunidade, e foram obtidos a partir de dados experimentais (PLEIJ;
RIETVELD; BOSCH, 1985; GULTYAEV; BATENBURG; PLEI]J, 1999). Os valores para
Imin, @, b € c em funcdo do nimero de pares de bases presentes na respectiva hélice,

s, estdo presentes na Tabela B.2.

Cao e Chen (2009) estenderam o modelo, permitindo o calculo da entropia
para pseudonos do tipo-H com jungdes inter-hélices, ou seja, um terceiro laco, /s,
entre as duplas hélices s; e s,. O valor da variacdo da entropia para cada subunidade

passa a ser determinado através de
AS;/kp=a11n()+b, (B.8)

Nesse caso, o nimero de possibilidades para os parametros a; e b; aumenta sig-
nificantemente e serao omitidos aqui; seus valores estao presentes na material

suplementar de Cao e Chen (2009).
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Tabela B.2 - Tabela de parametros para equa¢ao Equacao (B.6)

lmin 4 2 1 1 1 1 2 2 2 5 5

a 0,12 039 -214 -222 -240 -261 -1,17 -166 -143 -0,14 0,77
b 1,96 1,92 215 211 2,18 221 203 209 209 206 1,84
¢ 052 -3,89 -209 -225 -233 -232 -196 -198 -293 015 -0,65
s1 2 3 4 5 6 7 8 ) 10 11 12
Imin 4 2 3 4 4 5 5 6 6 9 9

a 095 032 177 399 17,73 838 452 905 477 2774 4,69
b 1,84 192 182 155 1,29 1,16 161 1,15 1,68 205 1,80
¢ -0,67 -390 -576 -586 -12,67 -1145 -758 -1145 -6,78 1,38 -1,11

Fonte — Cao e Chen (2006)

De posse dos valores das entropias dos lagos, a variacdao da energia livre de

Gibbs para um determinado pseudono sera dada por

AGO(Sl,SQ,ll,ZQ,l3) = AGZl + AG:2 - TASZI — TASZz + AGC])EC +AG?® (B9)

conj’

onde AS; € a entropia para o lago L;, AG;, é a energia livre para a dupla hélice s;
segundo o modelo dos primeiros vizinhos, AG},. é a energia devido ao empilhamento
coaxial entre as duplas hélices e AG?, onj = 1,3 kcal/mol é adicionado devido a variacdo

da entropia resultante da unido das duas subunidades (I, +s; e I, +s;) do pseudond.

Para todos os calculos, consideramos 7T = 310,15 K.
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APENDICE C - Sitios de pausa

tedricos

A determinacdo dos sitios de pausa teodricos baseia-se no modelo descrito por
Bai, Fulbright e Wang (2007) e atualizado por Costa, Acencio e Lemke (2013). Esse
modelo foi novamente implementado, com algumas fung¢des modificadas e outras
optimizadas, de forma que simula¢des de sequéncias longas e com alta densidade
de RNAP se tornassem possiveis. A Figura C.1 ilustra os estados possiveis para o CAT

nesse modelo.

Cada nova incorporacao é aproximada por uma rea¢ao quimica de trés etapas,

que representa os eventos apresentados na Figura C.1. Teremos:

Ki(n)

CAT(n,pré) CAT(n,péS)

K NTP

CAT,, pss)+ NTP —4— CAT, 65, x NTP (C.1)

L NTP
CAT,, p4s) x NTP "% CAT,, ; s +PPi.

A primeira etapa dessa equacdo representa o deslocamento do CAT; a segunda trata
a ligagdao de um novo nucleotideo (NTP) através de uma catalise quimica. Os estados
pré e pés para o CAT representam a posicdao do RNA nascente em relacdo ao sitio ativo
da RNAP, enquanto n é o comprimento desse RNA. A Tabela C.1 apresenta os valores
utilizados nesse trabalho para K}™* e k%; tais valores foram experimentalmente
estabelecidos e dependem do nucleotideo que sera incorporado. O valor para Kji(n) é
dado por

Ki(n) = exp[(AG® -AG?

(n,p6s) (n,pré) ~Fd)/ksT), (C.2)
onde AGY, ,, € a energia livre de Gibbs para determinada conformagdo do CAT e F
representa uma forca externa aplicada na RNAP: no caso, F = 0 pN. A distancia entre
dois pares de bases na fita de DNA, representada aqui por d, é de aproximadamente

0,34 nm.
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Figura C.1 - Esquema dos estados e da estrutura do CAT

Legenda: SA: Sitio Ativo, BT: Bolha de Transcri¢dao. O CAT sera caracterizado pelo
comprimento n do RNA e pela posicdo de seu sitio ativo em relacdo a extremidade
3’ do RNA nascente, m. E equivalente usar m =0 ou m =pré e m =1 ou m = pos.
(a) Pos-translocado: o sitio ativo esta livre. Temos a estrutura do CAT, formado
por um hibrido RNA-DNA de 8 pb, uma bolha de transcri¢cao de 14 pb, (12 estdo
separados mais 1 presente em cada limite entre a bolha e o DNA fita dupla), e a
RNAP englobando 32 pb do DNA. (b) Pés-translocado, fase de incorporacao: o sitio
ativo foi recém ocupado, e o NTP sera incorporado ao RNA. (c) Pré-translocado: sitio
ativo ocupado e NTP efetivamente incorporado a fita de RNA. Nesse estado, o hibrido
é formado por 9 pb. O CAT se movimentara um nucleotideo para frente, retornando
para uma conformacdo semelhante a apresentada em (a). Fonte: Produzido pelo
proprio autor
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Os valores de AGY, ., foram descritos primeiramente por Yager e vonHippel
(1991) e medem sua estabilidade. Para cada conformacdo, este valor é obtido através

de um somatorio de trés energias distintas:

AG(, 1y = AG(, mvomapna) T AG(, mrna-DNA) T AG (- intRNAP)- (C.3)

O primeiro termo representa a energia liberada na quebra das pontes de hidrogénio
entre os nucleotideos complementares da fita de DNA para a formacdo da bolha
de transcrigdo. O segundo termo é dado pela energia necessaria para a formacdo
do hibrido RNA-DNA. Ambos os termos sdo claramente dependentes da sequéncia
que forma o CAT. Finalmente, o Gltimo termo representa a interacao da RNAP com
os acidos nucleicos. O Modelo dos primeiros vizinhos, apresentado anteriormente, é
utilizado para determinac¢ao das energias livres de Gibbs dessas fitas duplas. Nos

calculos, o terceiro termo da Equacao (C.3) foi tomado como zero para simplificacdo.

Tabela C.1 - Valores para as constantes da reagao quimica
global da transcricdo, presentes na Equa-
¢ao (C.1)

=il
k%Tag (s™) 50+ 6 18+1 36+5 33+6

K(Ii\ITP (uM) 38+7 24+4 62+18 T+4

Fonte - Bai, Fulbright e Wang (2007)

A reacdo apresentada na Equacdo (C.1) corresponde a cinética enzimatica de
Michaelis-Menten na presenca de um inibidor competitivo (MENTEN; MICHAELIS,
1913). O esquema tipico da reacdao de Michaelis-Menten é modificado para incluir a
ligacdo do inibidor na enzima livre e, realizando as devidas substituicoes, a taxa de

ocorréncia da reac¢ao global da Equacdo (C.1) sera
ENTP [NTP]
KY™{1+K;(n)} + [NTP]

(C.4)

kmain(n) =
Além disso, esse modelo permite 0 movimento da RNAP na dire¢do contraria

a transcricdo (backtracking). Sua taxa de ocorréncia sera dada por
En, m—ms1 = kb €Xpl(AG' - AG;, ,,, + FA(F)VkgT], (C.5)

onde &y, = 4,0 x 10*° s71 é um pré-fator constante e AG" = 41,2 kT representa a bar-

reira energética para ocorréncia desse fenomeno. Esses valores nao foram medidos
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experimentalmente: foram ajustados por Bai, Fulbright e Wang (2007) a partir de

seus resultados.

Inserimos, entao, as reagoes apresentadas na Equacao (C.1), realizando simu-
lagGes estocasticas, utilizando o Método Direto do algoritmo de Gillespie. Armazena-
se o tempo e a posicao da RNAP na fita de DNA a cada ciclo e verifica-se o estado da
RNAP: se ela esta em alongamento normal ou em backtracking. Se a enzima entrar
em backtracking, o algoritmo passa a simular a respectiva reacgao, utilizando o valor

de &y, determinado pela Equagao (C.5).

As novas funcoes implementadas para simulagao do alongamento transcri-
cionais sao capazes de lidar com =50 RNAPs simultaneamente, em transcri¢ao de
sequéncias extremamente longas, com mais 5 mil nucleotideos, como podemos ver
na Figura C.2. Essa nova implementac¢do tornou a etapa de identificacdo de sitios
de pausa e de backtracking muito mais eficiente, e foi utilizada no programa para

previsdo dos sitios de pausa teoricos.

Figura C.2 - Grafico para transcri¢ao multipla com 50 RNAPs

5000
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1000

0 200 400 600 800
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Legenda: Transcri¢do multipla com 50 RNAPs na sequéncia do operon de RNA
ribossomico rrnB de E. coli, com mais 5000 nt de comprimento. Fonte: Takahiro

(2015)
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Critérios para determinacao dos sitios de pausa

Para sequéncias nas quais o comportamento cinético da RNAP é desconhe-
cido, os sitios de pausa tedricos foram determinados através do seguinte procedi-
mento: I) Simula¢des foram realizadas utilizando a abordagem da transcri¢do tnica
(SRA, do inglés Single Round Approach) ou da transcricdo multipla (MRA, do inglés
Multiple Round Approach); 1I) a partir da distribui¢dao dos tempos de pausa para cada
sitio, determinamos o valor de seu 5° percentil; III) selecionamos as n posi¢des com
tempos mais longos para esse percentil, com n determinado segundo o nimero de
nucleotideos que compde a sequéncia dividido por 50; IV) voltamos para o passo II,
mas dessa vez incrementando 5 percentis; V) no final, teremos listas com os sitios
de pausa mais intensos a cada 5 percentis: selecionamos os termos presentes em
pelo menos 70% dessas listas. Além disso, quando esses sitios de pausa distaram
menos de 5 nucleotideos entre si, reunimos esses valores em grupos compostos por
até 3 membros, e consideramos a média desses conjuntos, arredondada para cima,

como a posicao da pausa.

O critério utilizado para determinacdo dos sitios de pausa para as sequéncias
nas quais o comportamento cinético da RNAP é conhecido segue o proposto por Bai,
Fulbright e Wang (2007):

7(n) > (1/n) Min{z(n)}, (C.6)

onde 7(n) representa o tempo de pausa no sitio n e o termo Min{r(n)} representa o
menor tempo entre todos os valores de 7(n) para a dada sequéncia. Ja n se trata de
um parametro empirico: Costa, Acencio e Lemke (2013) definiram 0,38 como o valor
para transcri¢do multipla e 0,64 para transcricdo Uinica. Empiricamente optamos por

n=0,5, 0 que resulta em pausas da ordem de 1 s nas sequéncias de interesse.
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APENDICE D — Analise das

estruturas nascentes

Os sitios de pausa experimentais e tedricos, assim como a conformacdo das
esturuturas nascentes para as Sequéncias 11, 12 e 13 e para as dele¢des D104, D111,
D112, D123, D167 e D387 da regido inicial do genoma do bacteriéfago T7 serdo
apresentadas a seguir. Os sitios de pausa experimentais para as Sequéncias 11, 12
e 13 foram obtidas por Tadigotla et al. (2006), enquanto para as delecdes D104,
D111, D112, D123, D167 e D387 foram publicadas por Levin e Chamberlin (1987).
As Figuras seguem todas o mesmo padrdo: representam o comportamento cinético
experimental e tedrico da RNAP na respectiva sequéncia, assim como o caminho
de dobramento desse segmento segundo nossa implementacdo, representando a
conformacdo da molécula nos sitios de interesse. A incerteza de +3 nt para os sitios
de pausa experimentais esta representada pelo sombreado cinza. Os sitios de pausa
tedricos foram obtidos a partir da transcri¢do in silico segundo o modelo SRA. As
discussdes envolvem os conceitos de pausas do tipo 1, relacionadas a estabilidade da
bolha de transcricdo no estado pré-translocado da RNAP em relacdo ao estado pos-
translocado, e de pausas do tipo 2, que se ocorrem devido ao movimento da RNAP
no sentido oposto ao da transcricdo (backtracking). Pausas tedricas do tipo 1 estdo
representadas em cinza, enquanto pausas do tipo 2 estdao representadas em preto.
As estruturas representadas logo abaixo do quadro de pausas em notagao de pontos-
e-perénteses foram obtidas a partir dos SBRs mais provaveis entre as réplicas das
simulagoes, e estao alinhadas com as marcagoes do quadro de pausas. As linhas
pontilhadas e o nimero a frente da representacdo da estrutura indicam a posicdo
do sitio ativo da enzima. O pequeno quadro em torno de cada estrutura compreende

os nucleotideos que estdo protegidos pelo canal interno da RNAP.
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Sequéncia 11

Na Figura D.1 estdo apresentados os resultados para a Sequéncia 11.

Figura D.1 - Esquema da distribui¢ao dos sitios de pausa e respectivo caminho de
dobramento para a Sequéncia 11

Seq. 11 25.27 33-3538  47-48 53 73 100
Exp. H NI | | |
Teorico I . I l I l I

31-32 43 4?50-5;; 58 67 7778 83 90 1?02.103

------- (RN ( (AT V1 ) V) 1o IRy v A
(P C({ O {{ S 399239000

TR SO & I 2300003
N (P ( (N {{ PO I : g
1o O { A 2 R 1 T /|90 -
46 PP et T i b 3 I b AT g TSP LIS U 1 Pl SIS L SOOI i VR e T Y s L1,

Legenda: Quadro de pausas experimentais e tedricas e respectiva estrutura predita
para o RNA livre nos sitios mais relevantes para estudo. Fonte: Produzido pelo
proprio autor

N&do observamos SBRs até sitio de pausa na posicdo 38. Identificamos uma
pausa do tipo 1 no sitio 43, que pode ser intensificada se o grampo formado ime-
diatamente na saida do canal da RNAP interferir no equilibrio enegético do CAT. O
sitio 47 corresponde a uma pausa do tipo 2, observada experimentalmente e sem
elementos estruturais que possam justificar sua supressao. Em seguida, observamos
trés sitios de pausa do tipo 2 agrupados, mas proximos de um SBR que podera
reduzir o potencial de recuo da RNAP, mantendo-a nesse agrupamento pausas
observadas tanto teoricamente como experimentalmente. Ja no sitio 58, o programa
prevé uma pausa do tipo 2, mas ndo observada experimentalmente: a formacao do
grampo logo na saida do canal da enzima pode justificar essa supressdo. Entre os
sitios 67 e 83 ndo ocorre formacdo de SBRs, mas observamos falsos positivos e um
verdadeiro negativo nessa regido. Portanto, esse intervalo apresenta elementos su-
plementares ndo justificados por nossas aproximacdes. A pausa prevista no sitio 90
apresenta uma configuracdao semelhante a observada para o sitio 58: o SBR presente
proximo a saida do canal pode justificar a supressdo dessa pausa tedria do tipo 2.
N3o se observam novos SBRs no transcrito nascente do sitio 90 até os ultimos sitios
de pausa tedricos, indicando a auséncia de elementos restritivos para o backtracking

previsto na regiao.
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Sequéncia 12

Na Figura D.2 estdo apresentados os resultados para a Sequéncia 12.

Figura D.2 - Esquema da distribuicdo dos sitios de pausa e respectivo caminho de
dobramento para a Sequéncia 12

Seq. 12 353739 61
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5 : 65 69
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Legenda: Quadro de pausas experimentais e tedricas e respectiva estrutura predita
para o RNA livre nos sitios mais relevantes para estudo. Fonte: Produzido pelo
proprio autor

Nao observamos SBRs antes do SUR apresentar pelo menos 25 nt. O grampo
formado na saida do canal durante a 392 incorpora¢do apresenta energia livre de
formacdo de 4,8 kcal/mol. Como ha previsdao de uma pausa do tipo 1 na regido,
o efeito combinado desses eventos pode ser responsavel pelas pausas experimen-
talmente observadas. No sitio 45, o programa prevé um falso positivo do tipo 2,
entretanto a presenc¢a do SBR pode suprimir o recuo da enzima nessa posicao. Nao
observamos estruturas proximas a enzima além do SBR formado apds a libera¢ado do
36° ribonucleotideo do canal de saida da RNAP. Logo, os eventos observados entre os

sitios 61 e 69 ndo sdo corretamente identificados através de nossas aproximacoes.

Sequéncia 13

Na Figura D.3 estdo apresentados os resultados para a Sequéncia 13.

As previsoes dos sitios de pausa dessa sequéncia através do modelo SRA
apresentam os mais baixos valores de TPR e PPV dentre os exemplos estudados.
A tentativa de inclusdo dos possiveis efeitos das estruturas formadas cotranscrici-

onalmente ndo apresentou nenhum avanco nesse sentido.
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Figura D.3 - Esquema da distribuicao dos sitios de pausa e respectivo caminho de

dobramento para a Sequéncia 13
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Legenda: Quadro de pausas experimentais e tedricas e respectiva estrutura predita

para o RNA livre nos sitios mais relevantes
proprio autor

Delecao D104

para estudo. Fonte: Produzido pelo

Na Figura D.4 estao apresentados os resultados para a Delecao D104.

Figura D.4 - Esquema da distribuicdo dos sitios de pausa e respectivo caminho de

dobramento para a Dele¢ao D104
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Legenda: Quadro de pausas experimentais e tedricas e respectiva estrutura predita
para o RNA livre nos sitios mais relevantes para estudo. Fonte: Produzido pelo

proprio autor

Novamente, a regido inicial ndo apresentou SBRs. Observamos uma série

de falsos positivos do tipo 2 e um falso positivo do tipo 1 sem elementos que

possam justificar sua supressdo. Ja os sitios 74 e 75 sdo verdadeiros positivos

do tipo 2 reforcados pelo mesmo motivo. O modelo SRA prevé a ocorréncia de

backtracking quando a RNAP atinge o sitio 99, incialmente identificado como um
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falso positivo. Entretanto, dada sua proximidade em relacdao ao agrupamento de
pausas experimentalmente verificadas, e a presenca de um SBR na regido upstream,
esse recuo pode ser responsavel pelo comportamento observado. A partir do sitio 106
ndo se observam novos SBRs no transcrito nascente até os ultimos sitios de pausa
tedricos, indicando a auséncia de elementos restritivos para o backtracking previsto

nessas regioes.

Delecao D111

Na Figura D.5 estdo apresentados os resultados para a Dele¢dao Dii1.

Figura D.5 - Esquema da distribuicdo dos sitios de pausa e respectivo caminho de
dobramento para a Dele¢ado 111
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Legenda: Quadro de pausas experimentais e tedricas e respectiva estrutura predita
para o RNA livre nos sitios mais relevantes para estudo. Fonte: Produzido pelo
proprio autor

Nao observamos SBRs antes do SUR apresentar pelo menos 25 nt. O grampo
formado na saida do canal durante a 392 incorporacdo pode suprimir o backtracking
nessa posicdao. Porém, o resultado experimental refuta essa hipotese: o efeito de
supressdo esperado ndo é observado. Os primeiros 39 nt da Sequéncia 12 e da
Delecdao D111 apresentam alta similaridade (=~80%). Entretanto, o algoritmo ndo
prevé backtracking no sitio 39 para a Sequéncia 12 pois as diferencas entre as
sequéncias concentram-se justamente na bolha de transcricao dessa regido. Ocorre
também uma susbtituicdo de um nucleotideo no SUR do grampo. Além disso, a

Sequéncia 12 apresenta uam pausa do tipo 1 na regido. Uma analise comparativa mais
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detalhada desses eventos, talvez por dinamica molecular, podera revelar maiores

informacoes a respeito desse mecanismo de supressao.

O recuo previsto para a RNAP no sitio 46 fica restrito devido ao SBR 2 nt
upstream. No sitio 60 ainda ndao houve a formag¢ao do grampo, que passa a ser
energeticamente favoravel no sitio seguinte. Logo ndo estdo presentes elementos
restritivos para o backtracking nessa posi¢dao. Também ndo se observam SBRs proxi-
mos do canal de saida da RNAP para a pausa do tipo 2 previstas nos sitios 72, 81-82
e 98. Desses, apenas o sitio 72 esta proximo de uma pausa verificada no sitio 69. O
recuo previsto para a RNAP no sitio 109 estara restrito devido ao SBR 1 nt upstream. A
ultima estrutura observada corresponde ao grampo da regidao 97-109, que aparenta

ndo afetar o comportamento da RNAP.

Delecao D112

Na Figura D.6 estdo apresentados os resultados para a Delecdao D112.

Figura D.6 - Esquema da distribui¢do dos sitios de pausa e respectivo caminho de
dobramento para a Delecao D112
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Legenda: Quadro de pausas experimentais e tedricas e respectiva estrutura predita
para o RNA livre nos sitios mais relevantes para estudo. Fonte: Produzido pelo
proprio autor

A regido inicial ndo apresentou SBRs. Observamos um falso positivo do tipo 1
seguido por dois falsos positivos do tipo 2 sem elementos que possam justificar
sua supressdao. No sitio 80, também ndo se apresentam elementos supressores
para essa pausa do tipo 2: entretanto, dada sua proximidade ao sitio de pausa

experimentalmente verificado 76, o recuo nessa regido pode ser responsavel pelo
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comportamento observado, reforcado pela pressenca da pausa tipo 1 presente no
sitio 79. Nem o modelo SRA, nem efeitos estruturais foram capazes de justificar
a pausa experimental no sitio 95. Apos a polimerizacao do 103° ribonucleotideo,
ndo se observam novos SBRs no transcrito nascente até os ultimos sitios de pausa
tedricos, indicando a auséncia de elementos restritivos para o backtracking previsto

nessas regioes.

Delecao D123

Na Figura D.7 estao apresentados os resultados para a Delecao D123.

Figura D.7 - Esquema da distribuicdo dos sitios de pausa e respectivo caminho de
dobramento para a Dele¢ao D123
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Legenda: Quadro de pausas experimentais e tedricas e respectiva estrutura predita
para o RNA livre nos sitios mais relevantes para estudo. Fonte: Produzido pelo
proprio autor

O primeiro grampo se forma na regido 12-25 para essa sequéncia, sem
interferir na regido inicial da sequéncia. O recuo previsto para a RNAP no sitio 49
estara restrito devido ao SBR 1 nt upstream. Ndo se observa SBRs proximos ao canal
da saida da RNAP nas pausas do tipo 1 localizadas no sitios 71-72; entretanto a
pausa tipo 1 prevista no sitio 77 esta relacionada a formagdo de um grampo efémero
logo na saida do canal da enzima. Nessa configuracdo, o grampo podera interferir
na estabilidade do CAT e aumentar a intensidade da pausa nessa posi¢ao. Apesar
de novos grampos surgirem no restante do caminho de dobramento, nenhum deles

possui potencial para interferir no comportamento cinético da RNAP.
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Delecao D167

Na Figura D.8 estdo apresentados os resultados para a Dele¢dao D167.

Figura D.8 - Esquema da distribuicdo dos sitios de pausa e respectivo caminho de
dobramento para a Dele¢ao D167

D167 31-33 37 41 56 81 100 114
Exp. 11 | , | !
Teérico a | :

33-34 39: 49 : 59 73 80, 101 106
............. e oo : :
B P A AR R T T Lico | : 5 :

...... CCLCC - (0293209090 - (LCCC - -200) | :

...... ((C{A (IR I 1SS ) DY C(C(EN ) D IR(({()))) Nuunun | | - S :

..... CCCCC . (39009990 CCCCC . ) L e [ 1] 81 :
...... LT (s DD GO D TG s O o DY Bassvnmnn e | T8
...... ((CCOUN ( COPRDRS OIS )55 I C((COPID ) D) I ({{ (5 1)) ) PRTNURRPHPPPRRUIIN o il f { (G b s WS H ) I IDUPUUUUUUIY | (47

Legenda: Quadro de pausas experimentais e tedricas e respectiva estrutura predita
para o RNA livre nos sitios mais relevantes para estudo. Fonte: Produzido pelo
proprio autor

Logo na pausa do tipo 1 presente no sitio 39, ja se observa a formagcdo de
grampo, o que podera aumentar a intensidade da pausa nessa posi¢dao. O mesmo
ndo ocorre no sitio 49. Ja no sitio 59, observa-se uma configuracdo que tende a
bloquear o recuo da RNAP, devido a formacdo do grampo logo no canal de saida da
enzima. Em seguida temos uma pausa do tipo 1 na posi¢dao 73 apresenta a mesma
configuragdo. Ambos os casos sdao inconsistentes com os resultados experimentais
e pedem estudos mais detalhados. Adiante, nao se observa elementos supressores
para a pausa do tipo 2 localizada no sitio 80. Finalmente, o recuo previsto para a
RNAP no sitio 106 estara restrito devido ao grampo 1 nt upstream, que se integrara

o um pseudond previsto apos a transcri¢do do 111° nucleotideo.
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Delecao D387

Na Figura D.9 estdo apresentados os resultados para a Delecdao D387.

Figura D.9 - Esquema da distribuicdo dos sitios de pausa e respectivo caminho de
dobramento para a Delecao D387
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Legenda: Quadro de pausas experimentais e tedricas e respectiva estrutura predita
para o RNA livre nos sitios mais relevantes para estudo. Fonte: Produzido pelo
proprio autor

A Unica estrutura com potencial para interferir nas pausas previstas é o
grampo localizado no intervalo entre o 64° e 90° nucleotideo, que pode intensificar

a pausa do tipo 1 localizada no sitio dessa sequéncia.
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APENDICE E - Artigo

Paralelamente aos trabalhos desenvolvidos nessa Tese, o artigo intitulado
“Cooperative and Sequence-dependent Model for RNAP Dynamics: Application to Ribo-
somal Gene Transcription” foi elaborado e submetido ao periddico de acesso livre
Scientific Reports, com fator de impacto 5,23 (2015). Trata-se de uma andlise do
efeito colaborativo das RNAPs durante a transcri¢cao de genes ribossomais de Es-
cherichia coli segundo o modelo estocastico e dependente da sequéncia desenvolvido
anteriormente pelo grupo. A versdo revisada desse artigo encontra-se nas paginas
seguintes. O trabalho passava por sua segunda revisao na data de conclusao dessa

Tese.
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ABSTRACT

Escherichia coli ribosomal genes are a well-established experimental model used to investigate the transcription process.
These genes are essential to cell physiology and therefore are strongly expressed. Multiple transcription units collaborate in
rrn expression. Experiments involving electron microscopy showed non-uniform density of RNA polymerases transcribing
these ribosomal operons. Here, we investigate RNAP collaborative transcription in E. coli ribosomal genes using a stochastic
sequence-dependent model that included interactions among the RNAPs. We achieved results with better adherence to
experimental data, considering a model with a different parametrization for genic and intergenic regions, as compared with
previous attempts that used uniform parameters for genic and intergenic regions. Our model also showed that cooperative
behaviour reduced the dwell times in pause sites predicted by single-round approach, but induced a new pausing event at a
upstream position. We hope that this work might stimulate new experimental research and provide other scenarios to test our
model predictions.

Introduction

Interest in the study of DNA transcription has increased since the rise of molecular biology. Transcription performed by the
RNA polymerase enzyme (RNAP) can be divided into three phases: initiation, elongation and termination. RNAP scans
duplex DNA to locate promoters sites for transcription initiation, followed by exposing of the DNA template and breaking of
the hydrogen bounds between the strands. Once the RNAP active site is properly located, the now so-called Transcriptional
Elongation Complex (TEC) enters the elongation phase and begins RNA polymerization by moving along the DNA strand. The
TEC is then disassembled, and the RNAP releases the newly transcribed RNA and disengages from DNA during the termination
phase. RNAP movement during the elongation phase is not uniformly progressive, but involves pauses and reverse movements
(called backtracking). Transcriptional pauses can be structural: resulting from interactions between the RNAP and the nascent
RNA or; sequence-specific: resulting from chemical interactions inside the transcription bubble. 1> These off-pathway states
allow the recruitment of regulatory factors and play a major role in transcription termination.® Otherwise, collective behaviour
can enhance transcription elongation rates, reducing the dwell time at several sites. Trailing RNAPs constitute physical barriers
that prevent backtracking, and collisions between RNAPs push the leading molecule out of pausing sites, thereby inducing
forward movement.>*

Experimental evidence showed multiple-round transcription of some DNA regions. This behaviour have been observed and
well characterized in the Escherichia coli bacteria ribosomal genes. For this organism several studies evaluated transcription
rates and efficiency of the whole process. Ribosomal genes in E. coli are codified into seven distinctive operons: rrnA,
rrmB, rrmC, rrnD, rrnE, rrnF and rrnG. Each operon is approximately 5500 bp long and contains a P1-regulated and a
P2-constitutive promoter in tandem, followed by the 16S rRNA, 23S rRNA and 5S rRNA genes, along with transfer RNA
(tRNA) gene sequences. The P1 promoter often shows more activity, resulting in P2 being physically blocked by the TEC.
During the exponential growth, the E. coli cell needs a high ribosome concentration, and consequently, rRNA production
is boosted. This process is known as growth rate-dependent control of ribosome synthesis.> The P1 initiation rate during
steady-state growth is downregulated by interactions between the ppGpp molecule and the RNAP. The presence of the Fis
protein bound upstream of the P1 promoter can enhance RNAP initiation rate. Meanwhile, the P2 promoter maintains basal
levels of rRNA expression.® If an operon is deleted or inactivated, the intact operons are upregulated to supply the ribosome
demand.” Ehrenberg, Dennis & Bremer inactivated four of the seven operons and noticed a 60% increase in the initiation rate at



other regions.* The elongation rate also increased from approximately 90 nt/s in the wild-type rrB operon to an average of
180 nt/s.>7

As these genes are highly transcribed, it is possible to observe hundreds of “branches” in electron micrographs, endorsing
the high RNAP concentrations in these regions. Electron microscopy analysis also revealed that elongation rates strongly vary
along these sequences, resulting in a non-uniform RNAP distribution along this operon.>%° Furthermore, traffic jams occur at
16S rRNA leader regions and between the 16S and the 23S rRNA genes.”

Fange et al.” conjectured that this RNAP density profile are caused by physical properties of the sequence, as the GC
content. On the other hand, their simulations had shown that the initiation frequency was indirectly proportional to the the
RNAP transient time in the rrn operon. They also proposed a DNA sequence-dependent thermodynamic model to predict the
density of RNAP’s during the transcription of rRNA in a wild-type bacteria and in bacteria with four of seven rrn operons
inactivated by deletion.*3-%-10 Their model includes the initiation rate of transcription, translocation, and RNAP backward and
forward tracking and it partially reproduced the observed transcript elongation rate variations along the rrn operon.’

In this study, we inspected the transcription of rRNA operons using an improved version of our multiple-round elongation
approach,” a sequence-dependent thermodynamics-based model that includes collisions among the RNAPs. We simulated
transcription of the first 5600 nt from the rrB operon (Genbank U00096.3), obtained from Ecogene 3.0.!!

We performed at least 300 simulations of the complete elongation under several conditions, herein called the Nakajima-
Costa-Lemke (NCL) Models. The Models parameters were set and tunned based on in vitro and in vivo results, in particular
the parameters of Bai et al.'”> and the RNAP-density profile along the segments of the rrnB operon.® ' The NCL Models
embrace the Standard Model (SM), the Heterogeneous Tuned Model (TM[NTP]), the Homogeneous Tuned Model (HTM) and
the Intergenic Model (IM). We analysed the kinetic behaviour, the operon transit times and the RNAP-density profile along
280 bp sections of the operon, comparing our output to the experimental results collected by electron-micrograph imaging from
in vivo assays.’

Results

The multiple-round transcription model
The multiple-round approach (MRA) identifies and solves collisions between the RNAP molecules during multiple-round
transcription and is based on the thermodynamic sequence-dependent model developed by Bai, Shundrovsky & Wang'* Each
step of elongation was represented as a three-stage reaction that included the TEC translocation relative to the RNAP active site
from pre-translocated to post-translocated, the ribonucleotide binding event and the chemical catalysis:

Ki(n)
TEC(n,pre) — TEC(nﬁpost)

KN TP

TEC ( post) + NTP == TEC{(, post) X NTP 0
Kina, .
TEC, pos) X NTP % TEC(, 1 pre) + PPi,

where n represents the current RNA length and Kfj\m) and kNTP are NTP-specific (Table 1).

ATP | UTP | GTP | CTP
INTP (=) [ 5046 | 18+1 | 3645 | 3346

KYTP (uM) | 38+7 | 2444 | 62+18 | 7+4

Table 1. NTP-dependent parameters for Eq. 1, experimentally determined by Bai, Fullbright & Wang.'?

The overall rate for each ribonucleoside incorporation can be obtained considering a Michaelis-Menten kinetics:

KNTPINTP)

kmain(n) = K, e , 2
=Ko RSP+ Ki(n)} + INTP @
where

Ki (n) = exp[(AG(nA,post) - AG(n,pre) - Fd/kBT]' (3)

Here, AG ;) is the standard Gibbs free energy for the TEC conformation, with n representing the length of the newly transcribed
RNA, and m representing the position of the RNAP active site on the template. F' is an external force applied to RNAP, with
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d ~0.34 nm being the distance between adjacent nucleotides in the DNA strand.!? There is also a backtracking/forward-tracking
rate given by

knmomt1 = ko exp[(AG" — AG ) + Fd(F)) /kpT). “4)

All the Gibbs free energy terms, AG, are related to the breaking of the hydrogen bonds between complementary nucleotides
on the double-stranded DNA and the formation of the RNA-DNA-hybrid duplex, considering a transcription bubble 15 nt long
and a RNA-DNA hybrid with 9 bp when the enzyme active site is occupied.

We used the Gillespie stochastic algorithm!# to simulate each nucleotide incorporation during elongation. Each iteration
of algorithm determined where each RNAP molecule was when these events occurred. If the algorithm predicted that two
RNAPs would collide, considering that each one covered 40 bp on the DNA, the reaction was aborted and a new reaction was
considered. If the trailing RNAP was performing normal elongation, it applied an external force of F on the leading RNAP.
This would result in a change to the transient elongation rate, as seen in Equations 3 and 4. The transcript initiation relies only
on the unobstructed promoter: as soon as there is no other RNAP occupying it, a new RNAP can start the transcription.

The NCL Models
Table 2 present details about the parameters employed in all NCL Models.

Parameter Value Details

F 15 pN Force applied to the leading RNAP during a collision. The maximum
load that a transcribing RNAP molecule can overcome is approximately
25 pN.13

AGT 41.2 kgT Free-energy barrier for backtracking.

ko 4.0x 100571 Backtracking constant pre-factor.

[NTP] 100 uM, 1000 uM | NTP concentration in M.

kmain (1 < 280) 300 nt/s The Nus anti-termination factor speeds up the elongation on the early
region, avoiding premature pausing and allowing continuous promoter
regeneration. '’

Table 2. Parameters details and their values for the NCL Models.

In our first Model, the Standard Model, SM, we used just the parameters presented in that Table 2. The high NTP
concentration used in this Model ([NTP]=1000 uM) reflects the attempt to retrieve the experimental transcription rate. To
improve the Model accuracy with a small increase in complexity, we explored the effects of K, variation (Equation 2) on MRA.
We started tuning K, based on the RNAP-density profile and developed the Heterogeneous Tuned Model (TM[NTP]), and
analyzed the effect of changing NTP concentration from 1000 uM to 100 uM. In these Models, each one of the 20 DNA
segments had a specific fitting parameter, K,,, directly related to the elongation rate. Based on the results of the TM[NTP],
we developed the Homogeneous Tuned Model (HTM) empirically setting an a uniform K, value along the operon, which
dramatically reduces the number of free-parameters in this approach as compared to TM[NTP]. We selected the lower NTP
concentration when developing this Model, to enhance effects of the TEC conformation in Equation 2 and ensuring the density
variation along the operon. Finally, empirically setting different K, values for the intergenic and genic regions, we developed
the Intergenic Model (IM). As a reference, we have also implemented the deterministic Constant Model (CM), where the RNAP
elongation rate in each operon segment were obtained directly from the experimental data of Quan et al.’

Table 3 presents a summary about NCL Models and the number of free parameters (FPs) used during the simulations, along
with the deterministic Constant Model (CM) and Quan Average,7 which include as a parameter the initiation rate, k;.

In our simulations, we also included a termination site on the 18® segment, where the RNAP has an 80% chance of
dissociating from the DNA strand and aborting the transcription according to Fange et al.'”

rRNA Operon Transcription in silico

In vivo, there are 53.4 active RNAPs molecules in average on the wild-type rrn operon and each one take about 61.5 s to transit
along the operon.>%- 10 Table 4 shows the average number of active RNAPs during the equilibrium state and the operon transit
median times (7') for each Model and the corresponding ratio between these results and the experimental values.

Based on the results presented on Table 4, we choose TM 1000, HTM and IM as representative Models for further discussion.
The experimental profile of Quan e al were also used as reference for model adherence. Figure 1 compares the relative
RNAP distribution along the operon for models TM1000, HTM and IM with the experimental data. Figure 2 shows the
root-mean-square error (RMSE) between the experimental RNAP density data from Quan et al.” and the predict results plotted
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Model FPs | Details

SM 5 This model employs only the parameters listed on Table 2. [NTP]=1000 uM.

TMINTP] | 24 | Tuned values for K,.; for each segment 2 < j <20. [NTP]={100 uM, 1000 uM}.

HTM 6 An overall K, = 12.5 was empirically set aiming the best RNAP density fitness.
[NTP]=100 uM.

M 8 Overall K, = 12.5, K, = 15 for 16S-23S intergenic region and K, = 35 for 5S-End
region. [NTP]=100 uM.

CM 21 | Average elongation rates from Quan et al.® for each segment and k; = 0.87 s\

Quan Av. 2 | k; =0.87 and overall transcription rate of 91 nt/s.

Table 3. Number of free parameters (FPs) and details about the implemented models.

Model RNAPs T (s)

SM 105.2 (197%) | 292.2 (475%)
TM100 33.6 (63%) 40.1 (65%)

TM1000 34.7 (65%) 51.8 (84%)

HTM 54.5 (102%) 80.1 (130%)
M 50.7 (95%) 67.6 (110%)

Table 4. The average number of active RNAPs and the operon transit median time (T') for each model. The corresponding
ratio between predicted and observed values (53.4 RNAPs and 61.5 s) are also presented.

against the Bayesian information criterion (BIC), which compares the performance among the models considering the number
of free-parameters of each one (see Table 3). The results obtained by the models proposed by Fange et al. (FMDE) are also
presented, keeping Fange ef al. original nomenclature.” The result for the Quan Average is shown as well: it leads to a constant
RNAP density (5%) between successive sections. The purple quadrant indicates the region where the predicted results RMSE
and BIC are worse than Quan average, while the blue quadrant indicates the opposite: both RMSE and BIC are better than
Quan average.

We continued to explore TM1000, HTM and IM, studying the RNAP behaviour for single-round and multiple-round
approaches (SRA and MRA, respectively) for each case. Figure 3 shows the simplified box-plot (upper and lower quartiles) the
operon transit times. We noticed a wider distribution for SRA, while the median MRA was lower. Biologically, this indicate
that RNAP cooperation reduced overall transcription time and enhanced process uniformity.

Figure 4 shows an example of the RNAP kinetics for these Models and also for the deterministic Constant Model (CM),
from the 500™ base pair to the 2500 on the DNA strand spanning 30 s. In this representation, pausing events arise as horizontal
segments. Comparing the time evolution of individual enzymes in the representative models TM 1000, HTM and IM, and the
CM, we perceive some the microscopic details of these Models. The RNAPs in CM presented a laminar-like flow behaviour
that returned a uniform distribution in each segment, without collisions, pausing or backtracking. TM 1000 maintained some
uniformity in each segment, but traffic jams and pausing events eventually occurred. In HTM, we observed irregular behaviour
presented as pausing, traffic jams and some RNAP backtracking. Finally, the RNAPs in IM reacted similarly to those in HTM,
but slightly more erratic, with traffic jams, backtracking and even an evident pausing event occurring when the transcript was
approximately 1750 nt-long.

4/11



s T
g u [
@ T T 1T 17 "
. 11T |
£=
= |
3 6
=
o 4 11 1
< LA I ol
z 2|/ |
|
S5 i TM1000 t
s _
1 5 10 15 20
140 1260 2660 4060 5460
Section/Distance (nt)
5 10
]
% 8
S
g 6
£
o 4
<
& 2 ,_
E —
E‘E 0 I 'l L L 2
1 5 10 15 20
140 1260 2660 4060 5460
Section/Distance (nt)
S
°
[}
» 8
£
o
e 6
=
o 4
3
r 2
5 |l
= 0L, i z i M
1 5 10 15 20
140 1260 2660 4060 5460
Section/Distance (nt)
S [ ]
16S 23S 535

Figure 1. Relative numbers of active RNAPs in each section of the rrnB operon. The blue line represents experimental results
from Quan et al.’ The points represent the average number of RNAPs found during the simulations, and the error bars
represent the standard deviation for each value.
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In summary the NCL Models performance:

SM: The SM results from Table 4 shows that this Model is inappropriate, exhibiting unrealistically low transcription
rates, even at high NTP concentrations. That implies an uniform RNAP distribution along the operon, and, therefore, it is
normal to find molecules flanking and being flanked by others due to the RNAP movement becoming very constrained.
This was expected, nonetheless, since the original NTP-dependent parameters were obtained fromin vitro experimental
conditions.'” The higher elongation rates associated with rRNA-operon transcription strongly suggested pausing
suppression, indicating the presence of supplementary effects affecting this process in vivo.

TM1000: The RSME values for TM1000 were very small, i.e., the relative number of active RNAP-profile reassembles
the experimental data, as well the operon transit time. Despite this, as can be seen in Table 4, the number of actively
transcribing RNAP was approximately 65% of the 53.4 molecules found on average by Quan et al.’

HTM: The distribution densities of RNAPs in HTM exhibited an irregular profile and a higher RMSE as compared to
later models, but the ratio between the number of active enzymes in this model and the experimental value was 102%
(Table 4), which was slightly higher than the expected.

IM: Using IM, we obtained results that adhered more closely to experimental results relative to previous attempts, as
shown in Figure 2. Even the number of active enzymes on the DNA strand and the operon transit time has agreed well
with the data.

Based on the above results, we choose the IM as our best Model, as its output showed a good balance between the accuracy
and the number of parameters used in simulations.

RNAP cooperative behaviour analysis

For further investigations about the differences between the SRA and the MRA, Figure 5A shows the third quartile of the
distribution of dwell times for each NTP incorporation on the RNA strand for IM, comparing the SRA and MRA. We noticed
that the SRA exhibited a wider distribution, but there was no clear spatial pattern between the approaches. When we analysed
the differences between SRA and MRA times (A(n) = fsra(n) — tmra (), Figure 5B) a clear pattern emerged. At strong
pausing sites for SRA, A(n) was longer and A(n — 40) exhibits negative values, indicating that f\ira > fsra at these positions.
We emphasize that this 40 nt distance matched the minimum distance between the active sites of two subsequent RNAPs,
because the enzymes enclosed 40 bp of the DNA strand in our model. We inferred that the trailing RNAP blocked and “pushed
away” the leading RNAP from pausing sites, but this event would retard the trailing RNAP movement towards the upstream
position. To test this hypothesis, Figure 5C depicts A(n) x A(n —40), where the fitted curve has a p-value < 0.01, indicating a
strong correlation between these values. We also investigated correlations between A(n) and A(n —m) for 1 < m < 120, but for
any m # 40 we obtained p-values> 0.05, indicating that all of these correlations can be considered nonsignificant.
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Discussion

We applied our multiple-round sequence-dependent transcription model to the rrnB operon to investigate the impact of
cooperation among RNAPs on elongation dynamics. We recovered the experimental results by including details about the
nature of this specific process. Therefore, the roughness of the RNAP-density profile might be explained by sequence-specific
pausing sites and considerations about the genic and intergenic regions.

Despite their accuracy, the different Models allow us to to gain insight into the emergent properties of our multiple-round
approach. The remarkable uniformity in operon transit times verified in Figure 3 can be explained by one isolated enzyme
having a high probability of backtracking or entering pausing state along the entire DNA strand. In these cases, the molecules
tend to abort transcription unless some other molecule assists them. Backtracking occurred in all proposed models, but it
was strongly suppressed in MRA in relation to SRA due to the “roadblock” effect (for further details, see Klump & Hwa®
and Costa, Acencio & Lemke?). MRA grants kinetic homogeneity and elongation solidity, which can be seen as intrinsic to
transcription regulation. On the other hand, experimental and theoretical results indicate that backtracking correlates with
transcriptional proofreading.!®!” We can conjecture that backtracking suppression due to RNAP interactions will effect
transcription accuracy. We believe that this point could be further investigated by including in our models misincorporations
rates and by comparing the MRA transcripts output profile with RNAseq datasets.

Finally, we analyzed the transcriptional pausing profile in rrnB operon and RNAP cooperative behaviour according to
our Intergenic Model. Transcription-pausing events can affect the regulation of other regions and allow recruitment of other
molecules, such as transcription factors and inhibitors. The correlation between the most significant positive differences found
in Figure 5B shown an increase on the dwell time 40 nt upstream in MRA. We stress that this upstream pausing-event induction
could not be accurately predicted unless a model that explicitly considers interactions among RNAPs.

In summary, our extended model for multiple-round transcription was in accordance with the literature, adequately predicted
the nature of RNAP transcription, and achieved improved results as compared with other models. Our multiple-round approach
showed that cooperative behaviour among RNAPs reduced long pausing events, but the collisions induced trailing RNAPs
to pausing at the corresponding sites. Furthermore, the experimental parameters for our simulations were obtained from in
vitro experiments using small DNA segments'? and we recovered the experimental results for the rrnB operon by changing the
pace of transcription on genic and intergenic regions on a long DNA sequence. We expect that this model can be successfully
applied in other contexts and we hope that our findings should stimulate further experimental assays to provide a richer dataset
for to be used in testing our model predictions. We are currently extending this model to include the influence of the secondary
structure on the elongation process. Tadigotla ef al.,'® analyzing sequences 170 nt long, allowed the entire RNA transcript
beyond the exit channel to fold and included a free energy penalty associated with the breaking of base pairs of the resulting
structure when RNAP backtracks. This approach can be applied on long sequences, such as the rrnB operon, but request careful
analysis and further investigation on RNA cotranscriptional folding behaviour. Also, the tricky effects of these long secondary
structure on RNAP itself still an open issue.

Methods

All computations were perform using in-house codes written Wolfram Language. The free-energy for the TEC are evaluated
using a sequence-dependent nearest-neighbour model. We used data from SantaLucia, Allawi & Seneviratne '° for the DNA-
DNA energy and from Sugimoto et al.?’ for the RNA-DNA-hybrid energy. For further details and considerations on these
calculations, see Bai, Shundrovsky & Wang.'> The MRA simulations were performed until an equilibrium state was identified.
Further information about the multiple-round approach can be found on Costa, Acencio & Lemke.’
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