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REsumo

Estrutura implica fungdo. No universo das biomoléculas, esse ¢ um paradigma amplamente
aceito. Porém, quando o foco ¢ o transcritoma, a configuragdo estrutural ¢ uma camada de
informagdo que ainda ¢ pouco considerada. A partir do reconhecimento das diferentes funcdes
desempenhadas pelos RNAs, ¢ fundamental que sua estrutura seja desvendada para que seja
possivel a compreensdo de como essas biomoléculas atuam em diversos processos cruciais para a
existéncia e manuten¢ao dos sistemas bioldgicos, como armazenamento, transporte e codificagao de
informacdo genética, além de atividades de catalise e regulagdo. No presente Projeto de Pesquisa de
Pos-doutorado, propde-se realizar a modelagem in silico em larga escala da estrutura de todos os
RNAs (RNA Estruturoma), utilizando como organismo de estudo o extremofilo Halobacterium
salinarum. A partir da modelagem, serd possivel classificar essas moléculas em grupos estruturais,
além de investigar a correlagdo entre esses agrupamentos e informacdes sobre funcdo e regulagdo

do transcritoma.
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ABSTRACT

Structure implies function. In the universe of biomolecules, this is a highly accepted
paradigm. However, when the focus is the transcriptome, the structural configuration is a layer of
information that is still poorly used. From the recognition of the different functions performed by
the RNAs, it is fundamental that their structure is unveiled so that it is possible to understand how
these biomolecules act in a variety of processes that are crucial to the existence and maintenance of
biological systems, such as storage, transport and codification of genetic information, in addition to
catalysis and regulation activities. In this Research Project, large scale modeling in silico of the
structure of all RNA (RNA structurome) is proposed, using the extremophyle Halobacterium
salinarum as the study organism. From this modeling it will be possible to classify the molecules in
structural groups, in addition to investigate a correlation between these groups and information

about function and regulation of the transcriptome.



1 — INTRODUCAO

No universo das biomoléculas, existe uma relagdo profunda entre estrutura e fungdo. Essa
relagdo pode ser tao forte a ponto de poder-se afirmar, em geral, que estrutura implica fun¢do. Este
paradigma ¢ bem estabelecido quando se consideram as proteinas, mas ainda ndo tdo difundido
quando o foco ¢ o transcritoma.

O transcritoma de um organismo media o fluxo de informacao génica de diferentes formas,
que vao além da simples produgdo de proteinas. Os RNAs sao moléculas extremamente versateis e
possuem propriedades Unicas que os permitem armazenar, transportar e codificar informacao
genética, além de desempenhar diversos tipos de atividades cataliticas e regulatorias. Essas
moléculas realizam pareamentos e dobramentos internos, formando estruturas secundarias e
terciarias (Figura 1), de modo que a estrutura ¢ uma das caracteristicas fundamentais para que
possam executar corretamente suas mais diversas fungdes. Dessa forma, a configuracao estrutural
das moléculas que constituem o transcritoma ¢ também essencial, do ponto de vista biomolecular,

para a manutengao da vida.

Figura 1 — Estrutura bidimensional e tridimensional de um RNA transportador. (modificado de Butcher & Pyle, 2011).

Essas biomoléculas sdo divididas em duas grandes classes funcionais: codificantes, que
engloba os RNAs mensageiros (mMRNA), e ndo-codificantes (ncRNAs).

Considerando-se a abundancia geral numa célula tipica, a maioria esmagadora dos RNAs
sd0 ncRNAs. Essas moléculas atuam em diversos processos, como por exemplo a regulacdo de
expressdo génica, o imprinting génico, o splicing alternativo, a modificagdo de outros ncRNAs,
entre outros mecanismos intimamente dependentes da sua estrutura para ocorrer (Gorodkin &
Hofacker, 2011). Evidentemente, duas subclasses muito conhecidas e importantes de ncRNAs sao
0s RNAs ribossdmicos (rRNAs) e transportadores (tRNAs), para os quais a conformacao estrutural

também ¢ sabidamente chave para o correto funcionamento.



J& os mRNAs, inicialmente vistos como meros intermedidrios no processo de expressdo
génica, tem sido relacionados também a fungdes estruturais (Kloc, 2008; Kloc, 2009).
Recentemente, foi demonstrado que alguns mRNAs poderiam apresentar fungdes duplas,
participando ndo s6 da codificacdo da informacao genética mas também auxiliando na manutengao
da estrutura citoplasmatica e na organizag¢ao de organelas sub-nucleares (Kloc & Reddy, 2011).

Um exemplo para demonstrar como a propria estrutura de moléculas de mRNA também
pode influenciar de forma direta na expressdo génica ¢ a existéncia de riboswitches (Tucker &
Breaker, 2005), elementos estruturados localizados geralmente na regido 5’UTR de mRNAs,
capazes de detectar e responder, através de mudancas conformacionais, a estimulos celulares, como
a presenca de ligantes especificos.

Dessa forma, foram desenvolvidos diversos métodos experimentais, desde aqueles classicos
de difracdo de raios-X até os que utilizam agentes quimicos ou nucleases, para a determinagao
detalhada de estrutura molecular tridimensional ou mesmo para uma modelagem mais simplificada
com a elucidacdo dos pareamentos internos em modelos bidimensionais, respectivamente. A partir
da determinacdo da estrutura, os RNAs podem ser classificados com base em caracteristicas
estruturais, que, assim como ocorre no caso das proteinas (Andreeva & Murzin, 2010), poderao ser
relacionadas para inferir fungdo, explicar mecanismos de regulacdo transcricional e pos-
transcricional, estudar a dinamica das estruturas ao longo do tempo ou em resposta a mudanca de
condig¢des de temperatura, salinidade e na presenca de diferentes ligantes (Kertesz et al., 2010).

As abordagens classicas de cristalografia resolveram cerca de 900 estruturas de RNAs e
cerca de 1150 complexos RNA-Proteina (Protein Data Bank:

http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do; Rose et al., 2011). Entretanto, apesar de ser a informacao

mais detalhada possivel de ser obtida, a estrutura 3D € custosa e trabalhosa de ser determinada.
Informagdes estruturais menos detalhadas, como modelos bidimensionais, também podem
ser muito Uteis para se obter uma visdo geral da estrutura das moléculas em questdo, além de
servirem como base para a modelagem tridimensional, podendo ser obtidas por métodos que
utilizam agentes quimicos ou nucleases. Entre estes, destacam-se SHAPE (selective 2-hydroxyl
acylation analysed by primer extension - Merino et al., 2005), SHAMS (selective 29-hydroxyl
acylation analyzed by mass spectrometry - Turner et al., 2009), DMS (dimetilsulfato) acoplado a
algum método de determinacdo dos pontos de metilagdo, como primer extension, que permite
determinar a estrutura dos RNAs in vivo (Wells et al., 2000), entre outros. Entretanto, em sua
grande maioria, essas metodologias sdo focadas em elucidar a estrutura de uma unica ou poucas
moléculas de RNA por experimento, além de possuirem limitagdes técnicas relacionadas ao

tamanho das moléculas em questdo (Underwood et al., 2010).


http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do

Assim, se faz necessario o desenvolvimento e aplicacdo de algoritmos e técnicas
computacionais que permitam criar modelos e realizar predi¢des estruturais in silico. Existe uma
série de abordagens computacionais para o estudo da estrutura de RNAs. Uma das mais empregadas
envolve a comparagdo de sequéncias homologas e a criagdo de modelos de covariancia (Eddy &
Durbin, 1994), assumindo-se que essas sequéncias, apesar de possuirem diferencas, resultam em
moléculas com estrutura conservada (Figura 2). H4 também metodologias ab initio para a
determinagdo da estrutura de moléculas individualmente, com base em propriedades
termodindmicas, em que o objetivo ¢ identificar as estruturas de minima energia,
termodinamicamente mais estaveis (Mathews & Turner, 2006). Métodos hibridos, que combinam os
dois tipos de abordagem descritos acima, também foram desenvolvidos (Hofacker et al., 2002;

Knight et al., 2004).
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Figura 2 — Exemplo de RNAs com diferentes sequéncias primarias que conservam a mesma estrutura secundaria. (Gorodkin ef al.,

2009).

Apesar das diversas metodologias existentes, a determinagdo de estrutura de RNAs ainda
possui muitas limitagdes e ocorre em pequena escala na maioria dos estudos (Wan et al., 2011).

Para que seja possivel realizar uma abordagem sistémica, em que dimensdes informacionais
diferentes de um mesmo organismo devem ser integradas de forma dinadmica a fim de se obter uma
visdo global do funcionamento dos seres vivos, necessita-se que esses estudos estruturais possam
ser realizados também em larga escala (Beltrao et al., 2007). Esta area de estudo, recentemente
denominada de RNA Estruturomica (do inglés Structuromics), possibilita incorporar a dimensao do
RNA estruturoma (Westhof et al., 2010) a emergente Biologia Sistémica.

Um organismo considerado modelo para estudos de Biologia Sistémica ¢ Halobacterium
salinarum, um extremofilo pertencente ao dominio Archea, adaptado a ambientes de alta salinidade,
simples e de facil cultivo em laboratorio. O estudo desses seres tem contribuido para a resolugdo de
questodes bioldgicas fundamentais, como a elucidagdo de mecanismos de regulacdo transcricional,
funcionamento do ciclo celular, reparo de DNA, transporte e degradagdo de proteinas, entre outros
(Soppa, 2006). Além disso, esta disponivel uma grande quantidade de informagdes relacionadas a
H. salinarum nas éreas de gendmica, transcritdmica, protedmica, entre outras, o que facilita o

desenvolvimento e aplicacao de métodos de estudo nas mais diversas areas.



Dessa forma, para que seja possivel realizar predi¢des estruturais in silico de todos os RNAs
de um organismo, como H. salinarum, € necessaria a adaptacdo das técnicas computacionais e
metodologias estatisticas existentes, incorporando informagdes biofisicas experimentais
disponiveis, para se obter modelos de estruturas mais acurados, sem um consumo de tempo

€xcessivo.

2 — OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL
Expandir o entendimento do transcritoma para além do estudo dos niveis de expressao,
incorporando uma camada de informagdo adicional, em larga escala, por meio da modelagem do

RNA estruturoma.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Auxilar na identificagdo todos os potenciais transcritos codificantes e nao-codificantes, em

cis, trans ou internos de Halobacterium salinarum;

2. Adaptar metodologias computacionais de predicdo estrutural de RNAs para que sejam
capazes de lidar com quantidade massiva de dados, como o transcritoma completo de um

organismo;

3. Predizer a estrutura, e seu ensamble, de todos os transcritos (RNA estruturoma) de H.

salinarum

4. Classificar os transcritos em familias/grupos estruturais, com ou sem similaridade de

sequéncia;

5. Investigar a correlagdo entre os agrupamentos estruturais e informagdes sobre fungdo e/ou

regulacdo do transcritoma.



3 — MATERIAIS E METODOS

3.1. IDENTIFICACAO DE TODOS OS POTENCIAIS TRANSCRITOS DE HALOBACTERIUM SALINARUM.

A base para um esfor¢o de estabelecimento do RNA Estruturoma de um organismo ¢ a
determinagdo dos sitios de inicio (TSS - transcript start site) e término de transcri¢do (TTS -
transcript termination site) de cada transcrito ja observado experimentalmente, sejam estes
codificantes, ndo-codificantes, alternativos internos a transcritos conhecidos, etc, enfim, do
transcritoma completo.

O transcritoma completo de H. salinarum, em diversas condi¢des fisioldgicas, foi mapeado
experimentalmente a partir de um de tiling array (Koide et. al, 2009) realizado previamente pelo
grupo colaborador, coordenado pela Profa Koide (Depto de Bioquimica FMRP-USP) e ao qual o
presente Projeto de Pesquisa de Pos-doutorado estd associado (Projeto Jovem Pesquisador FAPESP
2009/09532-0). O array continha sondas de 60-mer de tamanho, com 40-mer de sobreposicao entre
elas, representando todo o genoma de H. salinarum. O sinal proveniente da hibridizacao no tiling
array foi modelado com base na metodologia de Arvores de Regressdo e foram identificados os
sitios de inicio (TSS) e término de transcri¢do (TTS), utilizados para determinar os mRNAs,

tRNAs, rRNAs e também ncRNAs de H. salinarum (Figura 3).
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Figura 3 — Estrutura de um trecho do transcritoma de H. Salinarum, em que TSS e TTS representam os sitios de inicio e término de

transcrigdo, respectivamente (Koide et. al, 2009).



Apesar destes resultados do grupo fornecerem um catidlogo preliminar de todos os
transcritos para iniciar o estabelecimento do RNA Estruturoma, a resolugdo dessa determinagdo
possui limitagdes devido ao espagamento das sondas desenhadas para o array.

Atualmente, nosso grupo de pesquisa vem trabalhando, em conjunto com o Laboratério de
Biologia Sistémica de Microorganismos (LaBiSisMi) coordenado pela Profa. Koide em estreita
colaboragdo com o doutorando Felipe ten Caten (projeto FAPESP doutorado 2011/14455-4), na
determinagdo precisa dos transcritos de H. salinarum através de técnicas de modelagem de sinal
aplicadas a dados provenientes de RNA-Seq. Estes podem fornecer uma melhor resolugdo na
identificagdo do inicio e término dos transcritos, uma etapa prévia importante para a correta
determinagdo estrutural dessas moléculas. Dessa forma, auxiliar na identificagdo mais precisa dos
transcritos € o passo inicial do presente Projeto de Pesquisa de Pos-doutorado.

Metodologias provenientes da area de Processamento de Sinais, como Hidden Markov
Model (HMM) e Change-point Model, comumente utilizadas para a segmentacdo de sinais
provenientes de arquivos de dudio, dados de econometria, entre outros, ja estdo sendo empregadas
para a analise de dados biologicos (Du et al., 2006; Day et al., 2007; Winchester et al., 2009; Li et

al.,2011; Wang et al., 2011) e serao utilizadas nessa etapa.

3.2. ADAPTACAO DAS METODOLOGIAS DE DETERMINACAO DA ESTRUTURA DE RNAS pArRa

UTILIZAGAO EM LARGA ESCALA.

Atualmente, existem dezenas de metodologias para a predi¢ao estrutural de RNAs, porém a
grande maioria delas se limita apenas a predi¢do de algumas classes especificas de RNAs, como os
nao-codificantes por exemplo, ¢ focam em predigdes em pequena escala. Além disso, apenas um
pequeno numero de metodologias de determinacdo estrutural ¢ capaz de predizer estruturas
contendo os chamados pseudo-nds (Sato et al., 2011). Os pseudo-nds (Figura 4) sdo um tipo de
motivo estrutural, com diversas topologias possiveis, que desempenham uma série de funcdes
bioldgicas distintas, como splicing de introns (Staple et al., 2005) e deslocamento do quadro de
leitura, o chamado frameshifting, através do bloqueio dos ribossomos (Tholstrup, 2011). O banco de
dados PseudoBase++ (Taufer et al., 2009) contém mais de 250 estruturas de pseudo-nos
determinadas por diversas técnicas experimentais e computacionais.

A predicao de estruturas de moléculas de RNA que contém esses pseudo-nds € uma tarefa
ardua do ponto de vista computacional e a boa parte dos algoritmos existentes para realizar essa
tarefa apresentam um consumo de tempo elevado (Sato et al., 2011), tornando inviavel sua

aplicacdo para andlises em larga escala.



Devido aos problemas apresentados acima, a escolha de metodologias para a determinagado
estrutural dos RNAs fica restrita, pois para realizar essa predicdo em larga escala, conforme
proposto no presente projeto, € necessario que o algoritmo escolhido seja capaz de determinar todos
os tipos de estruturas de RNA, incluindo as que contém pseudo-nos, de forma acurada e sem um
consumo excessivo de tempo.

Uma metodologia proposta para a predi¢cdo de estruturas de RNAs, contendo pseudo-nods, de
maneira rapida e acurada ¢ o IPknot (Sato et al., 2011). Por essas caracteristicas, rapidez e acuracia,
além da capacidade de lidar com sequéncias longas de RNA, esse método serd utilizado como ponto

de partida para a adaptacgdo, a fim de realizar a predicdo estrutural em larga escala.
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Figura 4 — Estruturas bidimensionais e tridimensionais de diferentes tipos de pseudo-noés (Staple et al., 2005).

O IPKnot ¢ baseado na abordagem de Integer Programming (IP - Programacdo Inteira),
utilizada em problemas de otimizacdo. Em linhas gerais, o IPknot realiza a decomposicdo da
estrutura que contém o pseudo-ndé em um conjunto de sub-estruturas sem esse motivo estrutural
(Figura 5) e realiza uma aproximacao da distribuicao de probabilidades dos pareamentos internos
das bases que formam a molécula contendo o pseudo-né. E proposto ainda um algoritmo heuristico
para refinar as probabilidades de pareamento e assim melhorar a acuracia da predi¢ao (Sato et al.,

2011).
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Figura 5 — Decomposi¢ao de uma estrutura contendo pseudo-nds em um conjunto de sub-estruturas livres de pseudo-nés (Sato et al.,
2011).

Apesar da escolha inicial desse método, ao longo do estudo aprofundado das metodologias
existentes, novos algoritmos poderdo também ser incorporados para a realizagdo dessa etapa.

Ainda, a possibilidade da incorporagdo de informagdes experimentais disponiveis também ¢
um dos passos desejaveis durante a adaptagdo dos métodos disponiveis, para melhorar ainda mais a
acuracia da modelagem. Existe uma inten¢do do LaBiSisMi (p6s-graduando Vicente Gomes Filho)
de desenvolver uma metodologia em larga-escala para isto ¢ em sendo bem sucedida devera ser

incorporada as metodologias estudadas no Projeto de Pesquisa de P6s-doutorado.

3.3. PREDICAO DA ESTRUTURA 2D DE TODOS OS POTENCIAIS TRANSCRITOS DE HALOBACTERIUM

SALINARUM.

H. salinarum ¢é organismo extremo6filo, modelo em biologia sistémica, sobre o qual ha uma
gama de informagdes genOmicas, transcritOmicas, protedmicas, entre outras, disponiveis, o que
torna possivel o desenvolvimento e aplicagdo de metodologias in silico de estudo nas mais diversas
areas, incluindo a predi¢do estrutural de RNAs, permitindo também a posterior integracao dessas
informacdes para criagdo de um modelo global multi-escala de funcionamento desses seres

(Bonneau et al., 2007).



Assim, ap6s a adaptacao dos algoritmos de predi¢do estrutural, a ser realizada na segunda
etapa do presente Projeto de Pesquisa de Pds-doutorado, as metodologias resultantes serdo aplicadas

para a modelagem da estrutura de todos os potenciais transcritos de H. salinarum.

3.4. AGRUPAMENTO EM BUSCA DE PADROES ESTRUTURAIS PARA CLASSIFICAGCAO DOS GRUPOS DE

RNAs.

ApoOs a predigdo da estrutura dos transcritos de H. salinarum, essas moléculas serdo
agrupadas e classificadas de acordo com os padrdes estruturais encontrados, relacionados ou nao as
sequéncias primarias dos respectivos RNAs. Esses padrdes geralmente sdo mais conservados do que
as sequéncias, e poderdo ser utilizados para inferir a fungdo dos RNAs estudados.

Existem iniciativas para o agrupamento estrutural dessas moléculas, que serdo utilizadas
como base para essa etapa do projeto. Uma delas € o Rfam, um banco de dados de familias de RNA
que contém alinhamentos multiplos, com estrutura secundéria consenso de RNAs e suas respectivas
familias, além de modelos de covariancia (Griffiths-Jones et al., 2003; Gardner et al., 2009;
Gardner ef al., 2011). Modelos de covariancia sao generalizacdes de Hidden Markov Models
(HMMs), modelos probabilisticos que tem sido usados na modelagem de muitos processos
biologicos. Os HMMs, por sua vez, sdo similares as famosas Cadeias de Markov usuais mas com os
estados da cadeia inacessiveis diretamente. Cada estado gera um conjunto de estados observaveis
com uma certa probabilidade de emissdo. Tendo acesso a série temporal destes estados observaveis,
faz-se inferéncia a cerca dos estados (ocultos) da cadeia propriamente dita. Modelos de covariancia
para RNAs sdo baseados em uma arvore ordenada e os algoritmos para usar modelos de covariancia
na analise de sequéncias correspondem aos algoritmos para HMMs estendidos a estruturas de
arvores. A partir desses modelos de covariancia € possivel determinar escores que combinam ndo
apenas as sequéncias consenso de RNAs, mas também estruturas secundarias consenso, o que
permite a identificacdo de RNAs homologos que possuem estrutura mais conservada que a

sequéncia primdria (Eddy & Durbin, 1994). A versao atual do Rfam, 10.1, possui 1973 familias de

RNA catalogadas (http://rfam.sanger.ac.uk/).

Ha também o SCOR, um outro exemplo de banco de dados focado na classificagdo estrutural
das moléculas de RNA (Klosterman et al., 2002; Tamura et al., 2004) e o RNA Strand, que contém
estruturas secundarias de RNAs de uma série de organismos, além de diversos tipos de informagdes
estatisticas de cada uma dessas estruturas (Andronescu et al., 2008).

Outro recurso interessante que podera ser utilizado nessa etapa ¢ o RAG (RNA-As-Graphs -
Fera et al., 2004; 1zzo et al., 2011), que permite classificar, catalogar e predizer motivos de estrutura

secundaria de RNAs, utilizando para as representagdes ¢ classificagdes elementos da teoria dos


http://rfam.sanger.ac.uk/

grafos, como dual graphs (grafos duais) e tree graphs (grafos arvore) (Figura 6). A partir da
representacdo das estruturas de RNAs em grafos, elas poderdo ser agrupadas e fungdes especificas
poderao ser relacionadas aos grupos formados. Para esse agrupamento sera realizada a adaptacao do
algoritmo MCL (Markov Cluster Algorithm — Dongen, 2000), capaz de encontrar agrupamentos em

grafos.
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Figura 6 — Representacédo de estrutura de RNAs na forma de grafos (Izzo et al., 2011).

As aplicacdes classicas de metodologias de agrupamento consideram que as entidades a
serem estudadas sdo representadas como vetores, em que sdo descritas suas caracteristicas. E
calculada entdo uma medida de distancia entre esses vetores, e essa medida ¢ utilizada para a
realizagdo dos agrupamentos. Ja no caso de grafos, que possuem caracteristicas intrinsecas distintas
dos vetores, como graus (nimero de vizinhos), caminho, ciclos, conectividade, entre outros, esse
tipo de procedimento ndo pode ser aplicado diretamente. O MCL foi desenvolvido entdo com o
objetivo de encontrar agrupamentos em estruturas de grafos simples (Figura 7), onde a
dissimilaridade entre os vértices pode ser definida de forma implicita através das caracteristicas das

relagdes de conectividade do grafo (Dongen, 2000).



Figura 7 — Representago de agrupamentos em grafo utilizando MCL (Dongen, 2000).

Essa técnica ja foi aplicada com sucesso para a investigagdo de dados bioldgicos, por
exemplo na classificagdo de proteinas em familias (Enright er al., 2002) e na identificacao de
grupos de ortologos, através do OrthoMCL (Li et al., 2003), podendo entdo, em teoria, ser adaptada
para o problema em questdo de realizar agrupamento de estruturas de RNAs representadas por

grafos.

3.5. CORRELACAO ENTRE AGRUPAMENTOS ESTRUTURAIS E INFORMACOES SOBRE FUNCAO E

REGULAGCAO DO TRANSCRITOMA.

A relagdo entre estrutura e funcdo em proteinas € inquestiondvel. Recentes descobertas
revelaram a versatilidade surpreendente dos RNAs e sua importancia em uma variedade de fungoes.
Nao ¢ mais surpresa que caracteristicas estruturais de RNA tenham grande papel na sua funcao
bioldgica, j4 que apenas sua sequéncia ndo contem informagdes funcionais suficientes (Laing &
Schlick, 2010). RNA switches, ou seja, RNAs que mudam drasticamente sua estrutura, sio
elementos regulatorios importantes (Sullenger, 2004). RNA swifches ndo s3o meras excegdes de
moléculas de RNA apresentando comportamento nao-usual e sim, por outro lado, representantes de
varios outros exemplos que vem sendo descobertos atualmente (Flamm et al., 2000). O uso de duas
conformagdes competitivas de RNA permite que eventos moleculares, como o ligamento de uma
molécula por uma proteina, possa ser usado para regular a expressdo génica, quando essas
configuragdes alternativas mutuamente exclusivas correspondem a uma configuracao ativa € uma

configuragdo inativa do transcrito (Merino & Yanofsky, 2002). Os riboswitches sdo o exemplo mais



conhecido desse comportamento (Vitreschak et al., 2004). Alguns virus com genoma do tipo RNA
(ou RNA virus) também fazem uso de transi¢cdes entre dominios estruturais para realizar fungdes
diferentes. Assim, um dos objetivos do estudo da estrutura de RNA ¢ obter o entendimento de como
a estrutura e a dinamica resultam em fungdes especificas desempenhadas pelos RNAs.

A partir do agrupamento estrutural obtidos, pretendemos entdo estudar a correlagdo entre os
grupos de RNA e informagdes sobre fun¢do e regulagdo do transcritoma. Pode ser muito dificil
inferir algum tipo de funcionalidade apenas através da verificacdo direta dos grupos com o
conhecimento ja existente sobre familias ou motivos estruturais, ja que estes ndo sao tdo numerosos
por ser esta uma area emergente de pesquisa com acimulo de informacdo ainda limitado quando
comparada, por exemplo, ao que se conhece de familias proteicas. Um diferencial da nossa proposta
¢ a forte cooperacdo com um grupo de pesquisa que ja quantificou o transcritoma da arquea
Halobacterium salinarum em varias condigdes experimentais.

Nosso grupo ja tem acesso a um compéndio de dados de expressdo génica em larga-escala
obtidos por RNAseq e/ou microarray, em diversas condi¢des ambientais e ao longo de séries-
temporais, introduzindo o desejado fator dindmico nas analises. O grupo colaborador ja tem
disponivel em seus bancos-de-dados internos o transcritoma da curva de crescimento em condigdes
padrdo e em algumas condi¢des de estresse, de mutantes para proteinas que sabidamente interagem
com RNA, e de uma bibllioteca RNA-seq enriquecida para RNAs pequenos. Usando quantificagdo
por tiling array, varias condi¢des de crescimento foram obtidas e um conjunto muito grande de
dados ja esta disponivel na literatura, uma vez que Halobacterium salinarum ¢ um organismo
modelo em biologia sistémica e os lideres de pesquisa mundial nesta area sdo parceiros dos grupos
de pesquisa envolvidos no presente projeto. A pertinéncia de certos membros num dado
agrupamento pode correlacionar com comportamentos dindmicos observados no transcritoma e,
assim, fornecer pistas de potenciais papéis funcionais que dificilmente seriam indicados de outra

forma. Essa ¢ uma das principais motivagdes para uma abordagem multi-escala e multidisciplinar.

4 — EQuiPE COLABORADORA E INFRA- ESTRUTURA

Este projeto de pds-doutorado serd de responsabilidade principal da Dra. Eliane Z. Traldi,
com supervisao proxima do Prof Dr. Véncio e co-supervisdo da Profa. Dra. Koide.

A Dra. Traldi ¢ formada em Matematica pela USP e doutora em Biologia Computacional e
Biofisica Molecular pela Rutgers University. Em seu doutorado trabalhou com a modelagem
matematica da transi¢do de fase lisogénica/litica em virus e na modelagem matematica da classe de

RNAs abortivos (aRNAs), ambos sob a orientacao do Prof. Konstantin Mischaikow.



Este projeto conta com a colaboragdo de Felipe ten Caten, aluno de doutorado (Processo
FAPESP: 2011/14455-4) no Programa Interunidades de Pos-graduacdo em Bioinformatica USP,
José Vicente Gomes Filho e Livia Zaramela (Processo FAPESP: 2011/07487-7), alunos de mestrado
e doutorado, respectivamente, do Programa de Pés-graduagao em Bioquimica, todos orientados pela
Profa. Dra. Tie Koide. Conta ainda com a colabora¢ao dos estudantes de doutorado Marcos Abradao
Fonseca (Processo FAPESP: 2012/02896-9) e Diego Martinez (Processo FAPESP: 2011/08104-4),
orientados pelo Prof. Dr. Véncio no doutorado em Bioinformatica. O projeto 2011/14455-4 ira
fornecer a identificacao das sequéncias de RNAs a serem investigadas no presente projeto ao passo
que os projetos 2011/07487-7 e 2012/02896-9 irdo fornecer as evidéncias experimentais e
computacionais para posterior correlacdo com os agrupamentos de familias a serem encontrados na
presente proposta. O projeto 2011/08104-4 deve fornecer o apoio de software necessario para
manipulagdo pratica do compéndio de dados ja disponiveis para os quais busca-se correlagdo com
estrutura no presente projeto. O envolvimento tangencial de diversos estudantes de pods-graduacio,
com diferentes backgrounds, no presente projeto de pesquisa caracteriza um verdadeiro grupo
multidisciplinar e demonstra a inser¢ao desta proposta num contexto maior e ciéncia colaborativa,
tipica e necessaria para o enfrentar questdes complexas de Biologia Sistémica.

Este projeto ¢ supervisionado pelo fisico Prof. Dr. Ricardo Z. N. Véncio. Apds obter seu
Doutorado em Bioinformatica pela USP, ele passou dois anos em Seattle realizando pds-doutorado
no Institute for Systems Biology (http://systemsbiology.org) e retornou ao Brasil como
Professor Doutor na USP. Sua experiéncia em Bioinformatica e Biologia Sistémica Computacional
estdo bem documentadas em seu historico de publicagdes envolvendo assuntos que vao desde
Expressdao Génica (microarranjos e sequenciamento) até métodos Bayesianos em Bioinformatica.

O presente projeto esta associado oficialmente ao Projeto Jovem Pesquisador FAPESP
2009/09532-0 “Biologia Sistémica do extremofilo Halobacterium salinarum: contribuigdo dos
RNAs nao-codificantes ao modelo global de regulagdo génica”, coordenado pela Profa. Dra. Tie
Koide, do Departamento de Bioquimica e Imunologia FMRP-USP, do qual o Prof. Dr. Véncio
¢ formalmente Pesquisador Associado. Ainda, o projeto esta associado ndao-formalmente ao projeto
FAPESP 2010/50425-0 “Mecanismos moleculares fundamentais responsaveis pela complexagao de
proteinas”, coordenado pelo fisico Prof. Dr. Fernando Luis Barroso da Silva, do Departamento de
Fisica e Quimica FCFRP-USP. O Prof. Barroso ¢ especialista em Biofisica Estrutural e pretende
cooperar com o presente projeto como consultor em questdes envolvendo termodindmica das
estruturas biomoleculares envolvidas no presente projeto, bem como ird ceder tempo de maquina no
supercomputador SGI Altrix XE1300 adquirido pelo projeto FAPESP supracitado e instalado no
Departamento de Computacao e Matematica com parte de uma série de projetos cooperativos entre

seu grupo e o LabPIB.



Toda infra-estrutura necessaria esta disponivel no Laboratério de Processamento de
Informacao Biolégica (LabPIB http://labpib.openwetware.org/) do Departamento de Computagdo e
Matematica - FFCLRP, que tem como professor responsavel o Prof. Dr. Ricardo Z. N. Véncio, € no
Laboratorio de Biologia Sistémica de Microorganismos (LaBiSisMi http://labisismi.fmrp.usp.br/),
que tem como responsavel a Profa. Dra. Tie Koide, do Departamento de Bioquimica e Imunologia

FMRP.

5 — CRONOGRAMA APROXIMADO

As atividades propostas neste projeto de pesquisa deverdo se desenvolver aproximadamente

conforme o cronograma proposto abaixo:

0 4 8 12 16 20 24 .

Identificagao de
transcritos de (meses)
H. salinarum
Estudo de metodologias Adaptacdo de metodologias
de determinagéao de para aplicagdo em larga
estruturas de RNA escala

transcritos em

Predicéo de estrutura de
H. salinarum

Agrupamento de
RNAs de
H. Salinarum
conforme padrdes
estruturais

Correlagdo entre agrupamentos Redacao de
estruturais e informagées sobre artigo
fungéo e regulagdo do cientifico
transcritoma
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