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Resumo

A replicacao do DNA representa a duplicacao do material genético de uma célula, preparando-
a para a divisao celular, um processo essencial para o desenvolvimento e reproducao de
todos os organismos vivos. Através deste trabalho, discutimos a importancia do estudo
desse processo e fornecemos uma base de conceitos biologicos para auxiliar o leitor na
compreensao dos resultados. Analisamos com profundidade os detalhes do processo de
replicacao, sua eficiéncia e a influéncia de outros processos intracelulares sobre o mesmo.
No centro deste projeto estd o desenvolvimento de um modelo computacional capaz de
simular a replicacado do DNA e registrar eventos relevantes ocorridos durante tal pro-
cesso. Este modelo foi testado com o estudo do material genético do Trypanosoma brucet,
através do qual fomos capazes de obter resultados relevantes sobre a posicao e quantidade

de origens replicativas necessérias para o sucesso do processo de replicacao.

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

cricao do DNA, tripanosomatideos
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Capitulo 1
Introducao

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

Vérios esforcos para investigar essa questao foram reportados: em 2012, utilizando
next-generation marker frequency analysis (MFA-Seq), uma técnica démica de larga escala,
foi mapeada a distribuicao das origens de replicacao nos cromossomos de Trypanosoma
brucei |Tie+12] e, em 2015, de espécies do género Leishmania [Mar+15], todas elas do
grupo dos kinetoplastideos. Mais recentemente, sob a coordenacao da Dra. Maria Ca-
rolina Elias, foi iniciado o Projeto Temético “How do common and diverged features of
the replicative stress response shape the biology of Tri'lryp parasites?’, com participagao
do Dr. Richard McCulloch (Universidade de Glasgow, Reino Unido). Através dessa cola-
boracao, foi feito o mapeamento com MFA-Seq das origens de replicacao em Trypanosoma
cruzi, o kinetoplastideo causador da Doenca de Chagas. Apesar desse ensaio mostrar de
forma imediata a frequéncia de disparo de cada origem de replicacao, a dinamica de co-
lisao entre maquinarias de replicacao e de transcrigao, tanto para 7. cruzi como para os
demais kinetoplastideos, permanece como problema em aberto.

Este trabalho propoe-se a abordar esse problema através da constru¢ao de um modelo

computacional capaz de simular a fase S do ciclo celular, tendo em mente dados biolégicos
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como a distribuicao das origens de replicagao, as velocidades médias de replicacao e de
transcricao e os sitios de inicio de transcri¢ao [Cal415], permitindo a adequagao o modelo
aos resultados observados in vitro. Dessa forma esperamos obter um maior entendimento
sobre a influéncia das colisoes sobre a replicacao de DNA como um todo. pelo Prof. Dr.
Hugo Armelin.

A corretude do modelo foi validada através de um grande nimero de simulagoes de
Monte Carlo e futuras contribuigoes para seu desenvolvimento foram facilitadas através
do uso de controle de versao e da organizacao das informacoes biolégicos em um banco
de dados relacional SQL. O programa foi implementado em Python e utiliza bibliotecas
matematicas como o NumPy e o SciPy O modelo estd escrito em Python e sua validagao foi
feita através de um grande nimero de simulagoes de Monte Carlo. O programa utiliza um
banco de dados SQL e controle de versao, com o intuito de facilitar futuras contribuicoes
ao desenvolvimento do software.

No proximo capitulo, explicaremos alguns conceitos importantes para o entendimento
deste trabalho. Nos capitulos 3 e 4, percorreremos os detalhes biolégicos e computacio-
nais do desenvolvimento, respectivamente. Ja no capitulo 5, analisaremos os resultados
obtidos, comparando-os com resultados obtidos por experimentos in vitro e destacaremos
a contribuicao desses resultados para o avanco da area. No capitulo final, faremos uma
avaliacao do trabalho realizado durante este ano e das dificuldades para a criacao do

projeto e desta monografia.



Capitulo 2
Conceitos Fundamentais

O entendimento desta monografia envolve alguns conhecimentos essenciais sobre biologia
celular; portanto, neste capitulo, abordaremos alguns desses conceitos a fim de facilitarmos

a leitura dos capitulos seguintes.

2.1 DNA

O DNA (abreviacao de deoxyribonucleic acid) é a molécula que carrega as instrugoes do
material genético de um organismo vivo. Suas informagoes controlam toda a dinamica da
vida do organismo, incluindo seu crescimento e reproducao. Grande parte dos recursos e
da arquitetura de uma célula sao voltados a manutencao e a producao desta molécula. O
DNA ¢ formado por duas fitas, cada uma consistindo de uma sequéncia de nucleotideos
(moléculas pequenas que funcionam como “tijolos” na montagem da molécula de DNA),

como representado na figura [2.1

2.2 Ciclo Celular

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

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

(figura sao:

1. G1: A célula cresce e se prepara para a duplicacao do DNA.
2. S: A célula duplica seu DNA.

3. G2: A célula cresce e se prepara a a divisao celular.
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Figura 2.1: Molécula de DNA. Note sua estrutura de dupla-fita organizada em formato
de hélice.

4. M: A célula se divide em duas células filhas.
5. GO: Cada uma das células filhas se prepara para entrar na fase GI1.

Nesta pesquisa, estamos interessados em estudar os processos que ocorrem durante a fase

S do ciclo celular e como esses processos interagem entre si.

2.3 Fase S

Durante a fase S do ciclo celular, ocorre a duplicacao do material genético da célula,
processo de grande interesse para nosso estudo. Durante esta fase, conjuntos de proteinas
se ligam ao DNA, formando “maquinarias de replicagao”, as quais serao responsaveis por
percorrer a dupla-fita de DNA, duplicando-a (figura . No fim da fase S, a célula tera
o dobro do material genético inicial, quantidade necessaria para a divisao celular que

ocorrerd em seguida.

2.4 Origens de Replicacao

Jé foi mostrado que, na fase S da grande maioria dos organismos, as maquinarias protei-
cas de replicagao nao se ligam a qualquer regiao do DNA, mas sim a pontos especificos,
cuja localizagdo depende tanto de fatores filogenéticos (como a espécie do organismo),
quanto de fatores mais complexos como o estado da molécula de DNA durante a re-
plicacdo [Shi+98]. A esses pontos damos o nome de origens de replicagao, conceito

que sera amplamente abordado nos proximos capitulos.
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Capitulo 2 2.5. RNA

Figura 2.2: Representacao das fases do ciclo celular. Durante o ciclo, a célula
percorre as fases G1, S, G2 e M, nesta ordem. As fases G1, S e G2 sao consideradas
subdivisoes da intérfase (segmento laranja).

2.5 RNA

Outra molécula de extrema importancia para a célula, o RNA é responsavel, entre outras
fungoes, por expressar segmentos especificos do DNA, os genes. Em outras palavras,
a molécula de RNA contém a informacao genética do DNA em um formato que pode
ser interpretado e utilizado pelos varios mecanismos das células, em destaque, para a

producao de proteinas.

2.6 Transcricao

Outro processo essencial para a manutencao da vida é a transcricao do material em
moléculas de RNA, ela ocorre quando proteinas se ligam a e percorrem os genes e, com

as informagoes obtidas, produzem moléculas de RNA (figura [2.4)).

2.7 Colisoes

Tendo em vista os processos estudados anteriormente, fica claro que a replicacao e a
transcricao ocorrem de forma concomitante, levando o leitor a inferir que esses processos

possam se afetar durante a fase S. De fato, quando as maquinarias de replicacao e trans-
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Figura 2.3: Duplicagao do material genético durante a fase S. Proteinas se ligam a
molécula de DNA e sao responsaveis por separar suas duas fitas e por ligar os nucleotideos
que formarao a molécula nova.Durante o ciclo, a célula percorre as fases G1, S, G2 e M,
nesta ordem. As fases G1, S e G2 s@o consideradas subdivisdes da interfase (segmento

alaranjado).

Figura 2.4: Processo de transcrigcao. RNAP (sigla para RNA polimerase, represen-
tada em laranja) é uma das proteinas responsaveis pela transcrigdo. Note a cadeia de
RNA (azul) sendo criada sobre a cadeia de DNA (preto). As proteinas a esquerda estao
realizando outras atividades sobre a molécula de DNA.
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cricao se aproximam sobre uma fita de DNA, elas se influenciam negativamente, levando
a problemas (algumas vezes irreparaveis) na duplicacdo do material genético. No decor-
rer desta monografia, a essa influéncia negativa entre as maquinarias daremos o nome
de “colisao”. Em especial, se as maquinarias estiverem se movendo em sentidos opostos
sobre o DNA no momento do conflito, a colisao serd “frontal” (o caso em que as maquina-
rias se movem no mesmo sentido é de menor interesse para nosso projeto e chamaremos

simplesmente de “colisdo nao-frontal”).



Capitulo 3

Modelo

Na criacao de nosso modelo, abordamos duas propriedades distintas da célula: as estru-
turas celulares e a dinamica do ciclo celular. Somente através da adequacao de ambas as
propriedades fomos capazes de aproximar nosso modelo as observacoes in vitro e, assim,

validar os resultados obtidos. Abaixo tratamos essas abordagens em detalhes.

3.1 Representacao das Estruturas Celulares

Para a realizacao deste trabalho, focamos nossa atencao no processo de reproducao celular,
especificamente nas propriedades que dizem respeito a replicagao e transcri¢ao do material
genético. Portanto algumas estruturas da célula sao de grande interesse para o modelo e

suas caracteristicas e comportamentos estao detalhados a seguir.

3.1.1 Genoma

O genoma é o conjunto de todos os cromossomos que compoem o material genético de
uma dada célula (figura [3.1). Cada simulagdo de nosso modelo é aplicada sobre um
instancia do genoma do Trypanosoma brucei e, dessa forma, todos os resultados obtidos

sao relacionados ao genoma como um todo.

3.1.2 Cromossomo

O cromossomo ¢é a unidade formadora do genoma e sobre sua estrutura ocorrem todos
os processos relevantes para nosso estudo. Em nosso modelo, cada cromossomo é repre-
sentado por uma fita dupla unidimensional e seu comprimento é o nimero de pares de
bases que o formam (ﬁgura. Durante a simulacao, cada cromossomo ¢é percorrido em

ambos os sentidos por varias estruturas, as maquinarias de replicagao e de transcricao.
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Figura 3.1: Genoma Humano. A colecao do material genético presenta nas células
humanas. Em nosso modelo, estudamos o genoma do Trypanosoma brucei, o qual é
consideravelmente menor (11 cromossomos).

3

Figura 3.2: Representacao do cromossomo. Representacao do cromossomo utilizada
no modelo. As marcacoes 5’ e 3’ representam propriedades biologicas que influenciam a
replicacao, mas nao sao importantes para o entendimento deste trabalho.
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Figura 3.3: Representacao do processo de replicacao. Note como as forquilhas re-
plicativas (ovais azuis) partem das origens de replicac¢ao 6 e 05 e percorrem o cromossomo
nos dois sentidos, duplicando-o (segmento verde).

— & ——8 —e———
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Figura 3.4: Representagao do processo de transcricao. As maquinarias de trans-
crigdo (circulos vermelhos) estao contidas as regides de transcrigao (setas amarelas): elas
se ligam no inicio da regido e se movem num tnico sentido (indicado pela seta) para seu
fim. Note que multiplas maquinarias de transcricao podem percorrer a mesma regiao de
transcri¢ao simultaneamente.

3.1.3 Maquinarias de Replicacao

A fim de realizar a replicacao do DNA, varias maquinarias proteicas se ligam ao cromos-
somo (o par de bases em que ocorreu a ligagao é conhecido como “origem de replicagao”)

e percorrem a fita de DNA em ambos os sentidos, formando duas forquilhas replicativas

(figura [3.3)).

3.1.4 Maquinarias de Transcrigao

Essas maquinarias proteicas também se ligam ao cromossomo, entretanto o ponto em
que ocorrerd a ligagao e a regiao do cromossomo que serd percorrida sao predefinidas (as
“regides de transcrigdo”), o que leva a dire¢do de movimento das maquinarias em um
certa regiao a ser constante (figura [3.4)).

Os dados necessarios para a modelagem do genoma, incluindo o comprimento de cada
cromossomo e as regioes de transcri¢cao, foram obtidos do |TryTripDB), um banco de re-

cursos sobre kinetoplastideos.

3.2 Representacao da Dinamica do Ciclo Celular

Devido a nosso interesse nos detalhes do processo de replicacao do DNA, limitamos este
estudo a fase S do ciclo celular, com as simulagoes capturando dados desde o momento
da agregagao da primeira maquinaria de replicagdo (em outras palavras, a ativacao da
primeira origem) até a duplicagao completa do material genético.

A partir do momento em que uma maquinaria de replicacao se liga ao DNA, duas

forquilhas partem do par de base da ligacdo e comecam a percorrer o cromossomo em
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sentidos opostos, duplicando a fita numa velocidade de aproximadamente 64 pares de bases
por segundo [Cal+15]. Simultaneamente maquinarias de transcrigdo percorrem as regioes
de transcrigdo do cromossomo (cada regiao de transcrigdo é percorrida em um sentido
especifico) a uma velocidade aproximada de 40 pares de bases por segundo [Cal+15].

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

Como discutimos nos capitulos anteriores, um dos pontos de estudo centrais de nosso
modelo sao os conflitos existentes entre os processos de transcri¢ao e replicagao que ocor-
rem durante a fase S, principalmente devido a colisoes entre as varias maquinarias percor-
rendo a fita de DNA concomitantemente. No modelo, as possiveis naturezas dos conflitos
e seus respectivos tratamentos, tendo como base dados biolégicos obtidos em nosso labo-

ratorio, sao:

e Colisao Frontal. Ocorre quando uma forquilha replicativa encontra uma maqui-
naria de transcrigdo se movendo em sentido oposto (figura . A colisao frontal
leva a um grande estresse sobre a estrutura do DNA, em geral causando danos a
sua estrutura. Neste caso, a maquinaria de transcricao é retirada da fita de DNA,
levando a falha desta transcricao. Da mesma forma, a forquilha replicativa ¢ incapaz
de continuar a duplicagao do DNA e se desliga, ficando disponivel para ser dispara
em outro ponto do genoma (no mesmo ou em outro cromossomo). A duplica¢ao
do DNA s6 sera completa caso forquilhas provindas de outra origem de replicagao

atinjam a regiao do conflito.

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

continue o processo de duplicacado do DNA normalmente.

Embora duas forquilhas replicativas possam colidir entre si, esse processo é esperado
durante a fase S: ele representa o fim da duplicacao de um segmento do DNA e é se-

guido pelo desprendimento das forquilhas, sem dano ao DNA (figura [3.7). As regides de
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Figura 3.5: Representagao da colisao frontal entre maquinarias. A forquilha re-
plicativa movendo-se para a direita colide frontalmente com a maquinaria de transcrigao.
Isso faz com que ambas sejam retiradas da fita de DNA. Outras maquinarias de transcrigao
podem surgir e transcrever a regiao onde houve o conflito.

5

L

Figura 3.6: Representacao da colisao nao-frontal entre maquinarias. A forquilha
replicativa movendo-se para a direita colide com a maquinaria de transcricao movendo-se
no mesmo sentido. Isso faz com que a maquinaria de transcricao seja retirada da fita de
DNA, mas a forquilha replicativa procede normalmente. Novas maquinarias de transcrigao
podem surgir sobre a regiao ja duplicada do cromossomo.
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Figura 3.7: Encontro de forquilhas replicativas. Ao se encontrarem, as forquilhas se
desligam do DNA e podem ser usadas futuramente no disparo de outras origens.

transcricao em uma fita do DNA sao disjuntas, portanto todas maquinarias de transcri¢ao

percorrendo a mesma regiao se movem na mesma direcao, garantindo que nao haja colisao

entre essas maquinarias.
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Capitulo 4
Implementacao

As decisoes de implementacao foram pontos continuamente revisados durante o desenvol-
vimento deste trabalho. Apds o estudo extensivo de diversos outros trabalhos na area,

organizamos o modelo computacional da seguinte forma.

4.1 Linguagem

Ao escrevermos o cédigo do projeto, utilizamos quase que exclusivamente a linguagem

Python. Através dessa linguagem, fomos capazes de:

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

natural.

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

experimentalmente.

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

de colisoes.

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

modelo.

Em alguns raros momentos do desenvolvimento, utilizamos as linguagens Perl, para

analisar os resultados das simulacoes, e SQL, para o gerenciamento do banco de dados.

14
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Transcription Region

+ start_base: integer

Chromosome

+ code: text —

+ length: integer

+ end_base: integer

+ transcription_speed: integer

+ replication_speed: integer

+ organism: text \ » Replication Origin

+ base: integer

+ MFASeq_score: real

Figura 4.1: Diagrama das Entidades do Banco. Note que nao é necessario modelar
o genoma: ele é o conjunto de todos 0s cromossomos com 0 mesmo organismo.

4.2 Banco de Dados

Para tornar o acesso das informacoes eficientes e, mais importante, facilitar o comparti-
lhamento dos dados obtidos com outros modelos, optamos por utilizar um banco de dados

SQLite (figura , cujo ponto forte é a facilidade de acesso pela linguagem Python.

4.3 Orientacao a Objetos

Na modelagem de processos biolégicos, é natural o uso de orientacao a objetos a fim
de estudarmos cada estrutura isoladamente e, num momento seguinte, estudar o com-
portamento do sistema quando essas estruturas interagem entre si (figura . A classe
Genome agrupa os cromossomos ¢ responsavel por verificar o fim da simulagao, que ocorre
quando todos os cromossomos foram replicados. A classe Cromosome é a responsavel por
armazenar e atualizar o estado dos pares de bases: quando uma forquilha replicativa per-
corre uma regiao de um cromossomo, este a duplica, marcando as bases que a compoem
como duplicadas.

O cromossomo é percorrido por objetos da classe Fork, podendo ser instancias da
classe Transcription Fork ou Replication Fork. Como dito anteriormente, o movimento
das forquilhas de replicacao é registrado através da duplicacao dos pares de bases, ja o
movimento da forquilha de transcricao nao fica armazenado, contudo ele é imperativo
para podermos avaliar as colisoes entre as duas maquinarias.

Por fim, ambas as forquilhas possuem classes de gerenciamento, responsaveis por liga-

las a0 cromossomo no momento oportuno. A classe Transcription Region representa cada
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Figura 4.2: Diagrama UML dos Classes Relevantes do Sistema.

regiao de transcricao de um cromossomo e, com uma certa frequéncia pré-definida, cria
novas maquinarias de transcricdo que percorrem a regiao (desde o par de bases inicial
da regiao até o final). Analogamente, a classe Available Resources libera forquilhas para
se ligarem aos cromossomos. Note que cada regiao de transcricao é prépria de um cro-
mossomo (de fato, ela representa um segmento de bases daquele cromossomo); os recursos
para forquilhas replicativas, por outro lado, sao compartilhados por todos os cromossomos
de um genoma. Dessa forma traduzimos mais precisamente a “competicao” por material

proteico caracteristica da fase S do ciclo celular |Gin+14].

4.4 Execucao

A execucao do modelo envolve repetidas iteracées sobre os processos de replicacao e de
transcrigao, cada uma dessas iteragoes representando uma fracdo do tempo da fase S.
Apoés a preparagao dos cromossomos, o modelo imediatamente entre na fase S do ciclo
celular, no qual dois processos principais acontecem: o avango das maquinarias ligadas
aos cromossomos e a ligacao de novas maquinarias a esses.

O avanco das maquinarias, como exposto anteriormente, esta sujeito a colisoes de
diversos tipos. Nosso sistema utiliza Discrete Fvent Simulation, ou seja, seu avango
ocorre em intervalos de tempo suficientemente pequenos, de forma que seja minima a

chance de ocorréncia de multiplos conflitos simultaneos. Assim, as colisoes sao tratadas
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logo apds sua ocorréncia, seguindo o comportamento estipulado para colisoes frontais e
nao-frontais discutido no capitulo anterior (figura . Devemos considerar, ainda, que
cada maquinaria avanca somente até seus limites. Forquilhas replicativas movem-se até
encontrarem uma das pontas do cromossomo, outra forquilha seguindo em dire¢ao oposta
ou uma base ja duplicada do cromossomo. Ja maquinarias de transcri¢ao estao limitadas
as suas respectivas regioes de transcrigao.

A ligacao de novas forquilhas replicativas depende de diversas informacoes obtidas a
priori na literatura e foi um dos pontos de maior discussao deste trabalho (figura [4.4)).
A cada intervalo de tempo pré-definido, o programa escolha uma base dentre todas as do
genoma para ser disparada (em outras palavras, para receber forquilhas replicativas e se
tornar uma origem de replica¢ao). Para toda base do genoma estd associada uma pro-
babilidade de ativacao que serd testada quando aquela base for escolhida para o disparo.
Ser escolhida e passar no teste de disparo, entretanto, nao sao suficientes para escolher a
base como uma origem: somente bases ainda nao duplicadas podem ser escolhidas como
origens (caso contrario, forquilhas replicativas seriam ligadas a regides ja duplicadas, o
que é biologicamente impossivel).

O ligacao de maquinarias de transcricao ¢ mais simples: a cada intervalo de tempo
pré-definido, cada regiao de transcri¢ao dispara uma maquinaria em sua posi¢ao inicial.
Essa maquinaria percorre a regiao e é retirada ao atingir o fim daquela (ou possivelmente

antes, no caso de algum conflito).
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Figura 4.3: Fluxograma Principal da Execugao do Programa. As caixas retangu-
lares representam processos da execucao, enquanto as ovais mostram pontos de testes. As
caixas em azul sao explicadas em mais detalhes nesta secao.
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Figura 4.4: Fluxograma do Processo de Ligacao de Forquilhas Replicativas.
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Capitulo 5

Avaliacao do Trabalho

5.1 Visao Geral

O desenvolvimento deste trabalho foi, sem duvida, minha melhor realizacao académica.
Através dele tive a oportunidade de estudar contetiidos em areas distantes das que eu
esperava abordar quando estava iniciando este curso de computacao, além de poder me
inserir no ambito da pesquisa, experienciando a dinamica das carreiras fora do mercado
de trabalho. Este trabalho também serviu como uma 6tima oportunidade para aprimo-
rar minhas habilidades em desenvolvimento de software, apresentacao e divulgacao de

projetos, organizacao e realizacao de atividades interdisciplinares.

5.2 Historico

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

especificidades que seriam importantes para o desenvolvimento de nosso modelo.

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

surgiram ao longo do desenvolvimento.

No final de 2016, o trabalho foi apresentando com um poster no IME-USP, como
finalizacao da disciplina Apoio a Pesquisa. Ja em outubro de 2017, outro poster foi apre-
sentado na X-Meeting, conferéncia internacional de bioinforméatica e, em novembro de
2017, mais uma apresentacao foi feita na Reunidao Cientifica Anual do Instituto Butan-
tan. Todas essas apresentacoes reforcam a importancia do trabalho e permitiram meu

crescimento como aluno e pesquisador.
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5.3 Desafios

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

ultimos meses.

5.4 Agradecimentos

Agradeco as seguintes pessoas, cujo auxilio e suporte foram indispensaveis para o desen-

volvimento deste projeto:

e Marcelo da Silva Reis, meu orientador e colega durante esses varios meses, res-
ponsavel por me guiar, auxiliar e, claro, cobrar resultados dos quais ele sabia que

eu era capaz, tendo em vista sempre o meu melhor.

e Marcelo Santos da Silva, colega do Instituto Butantan que contribuiu imensamente

com as informagoes necessarias para o avanco e desenvolvimento do projeto.

e Gustavo Estrela de Matos, colega do IME-USP responsavel por me indicar a este

projeto e a quem estarei sempre agradecido.

e Duilio Felix Oliveira da Silva, ex-administrador da Rede Linux e estimado amigo

que me ajudou repetidas vezes com varias dividas de programacao.

e Todos meus colegados do Instituto Butantan e do IME-USP, cujo suporte foi essen-

cial para meu sucesso académico.

e Meus pais, Alcione de Oliveira Santos Cayres e Miltom Rodrigues da Silva, cujo

suporte emocional e financeiro me permitiu focar exclusivamente nos estudos.

e Vinicius Carlos Brando, meu parceiro que esteve do meu lado com grande atencao,

mesmo quando era impossivel retribui-la.

Muito obrigado e espero que meus esforcos neste trabalho s6 tenham nos aproximado

e aumentado o apreco que temos uns pelos outros.
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