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RESUMO

Modificacdes de RNA s@o pequenas alteragdes quimicas que ocorrem em suas bases
nitrogenadas, levando a mudangas das propriedades fisicas, quimicas e estruturais. Atualmente,
mais de 150 modificacdes de ocorréncia natural em RNA sdo conhecidas. Essas modificacdes
sa0 muitas vezes essenciais para o funcionamento correto de diversos mecanismos celulares
e para o desenvolvimento correto de organismos complexos. Além disso, os dcidos nuclei-
cos modificados podem ser usados em uma ampla variedade de técnicas biotecnolégicas, como
RT-PCR, protocolos de entrega de medicamentos e vacinas de mRNA. A inosina (I) € resul-
tado da deaminacdo de uma adenina (A) devido a atuacao de trés enzimas da familia adenosina
deaminase agindo em RNA (ADAR). A inosina em mRNA ¢é, usualmente, reconhecida pelo ri-
bossomo como uma guanosina (G), o que pode resultar na tradug@o nao sindnima de proteinas,
sendo um fator de variabilidade epigenética. A presenga irregular de inosina na molécula de
RNA esta relacionada a vérias doencgas, em especial doencas cognitivas degenerativas, como o
Alzheimer. A pseudouridina (¥) € um isdmero da uridina (U) e a modificacdo mais frequente-
mente encontrada na molécula de RNA, estando presente no mRNA, tRNA e em outros tipos de
RNA. Sua ocorréncia € resultado da atuagéo de diversas enzimas que atuam de forma altamente
especifica nas sequéncias de RNA. Uma das principais funcdes da pseudouridina é estabilizar
estruturas secundarias de RNAs complexos, como o tRNA e o rRNA. A N1-metilpseudouridina
(m'W) € o resultado da metilagdo de pseudouridina e tem sido amplamente utilizada em vacinas
de mRNA como um substituto da uridina. Neste trabalho, utilizamos o modelo de préximos
vizinhos (NN) e o modelo mesoscopico Peyrard-Bishop (PB) para estudar a contribui¢do da
inosina, pseudouridina e N1-metilpseudouridina para a estabilidade termodinamica de duplexos
de RNA. O modelo NN descreve essa estabilidade pelas contribui¢cdes energéticas de cada par
de bases, enquanto que o modelo PB, um modelo de fisica-estatistica, considera as ligacdes de
hidrogénio e do empilhamento entre os pares de bases e seus vizinhos para a estabilidade termo-
dindmica do duplexo. Parametros referentes a essas interagdes foram obtidos para sequéncias
de RNA modificado. Foram analisadas temperaturas de desnaturacio de 71 sequéncias de RNA
contendo inosina, 41 com pseudouridina e 9 com N1-metilpseudouridina. Nossos resultados
sugerem que essas modificagdes sdo capazes de estabilizar o duplexo de RNA. Essa estabili-
dade proporcionada pelas modificagcdes €, geralmente, dependente do contexto da sequéncia em
que estdo inseridas, podendo contribuir negativamente ou positivamente para a estabilidade do
duplexo. A inosina mostra uma tendéncia de desestabilizar o duplexo. Em especial, o par IU
apresenta resultados que indicam a presenga de apenas uma ligacao de hidrogénio. Em geral, os
pares com pseudouridina atuam no sentido de estabilizar o duplexo. A N1-metilpseudouridina
atua de forma similar a pseudouridina e apresenta uma interagdo mais forte com os vizinhos.
Os parametros termodinamicos obtidos para essas trés modificagdes em RNA podem contribuir,
com o cdlculo de temperaturas de desnaturacdo e dos perfis de abertura, para o design de sondas

em diagndsticos, e também no desenvolvimento de vacinas baseadas em RNA.



Palavras-chave: RNA modificado; Modelos mesoscdpicos; Temperatura de desnaturagio;

Bases modificadas.



ABSTRACT

RNA modifications are small chemical changes that occur in their nitrogenous bases,
leading to alterations in physical, chemical, and structural properties. Currently, more than 150
naturally occurring RNA modifications are known. These modifications are often essential for
the proper functioning of various cellular mechanisms and for the correct development of com-
plex organisms. Furthermore, modified nucleic acids can be used in a wide range of biotechno-
logical techniques, such as RT-PCR, drug delivery protocols, and mRNA vaccines. Inosine (I)
results from the deamination of adenine (A) due to the action of three enzymes from the adeno-
sine deaminase family acting on RNA (ADAR). In mRNA, inosine is usually recognized by the
ribosome as guanosine (G), which can result in non-synonymous protein translation, contribu-
ting to epigenetic variability. The irregular presence of inosine in the RNA molecule is associa-
ted with several diseases, especially neurodegenerative cognitive diseases such as Alzheimer’s.
Pseudouridine (V) is an isomer of uridine (U) and the most frequently found modification in
RNA molecules, being present in mRNA, tRNA, and other RNA types. Its occurrence results
from the action of various enzymes that act highly specifically on RNA sequences. One of the
main functions of pseudouridine is to stabilize the secondary structures of complex RNAs, such
as tRNA and rRNA. N1-methylpseudouridine (m'¥) results from the methylation of pseudou-
ridine and has been widely used in mRNA vaccines as a substitute for uridine. In this work,
we used the nearest-neighbor (NN) model and the Peyrard-Bishop (PB) mesoscopic model to
study the contribution of inosine, pseudouridine, and N1-methylpseudouridine to the thermody-
namic stability of RNA duplexes. The NN model describes this stability through the energetic
contributions of each base pair. In contrast, the PB model, a statistical physics model, consi-
ders hydrogen bonds and stacking interactions between base pairs and their neighbors for the
thermodynamic stability of the duplex. Parameters related to these interactions were obtained
for modified RNA sequences. Melting temperatures of 71 RNA sequences containing ino-
sine, 41 with pseudouridine, and 9 with N1-methylpseudouridine were analyzed. Our results
suggest that these modifications can stabilize the RNA duplex. This stability provided by the
modifications generally depends on the sequence context in which they are inserted, potentially
contributing negatively or positively to duplex stability. Inosine shows a tendency to destabi-
lize the duplex. In particular, the IU pair shows the presence of only one hydrogen bond. In
general, pairs with pseudouridine act to stabilize the duplex. N1-methylpseudouridine behaves
similarly to pseudouridine and shows stronger interaction with neighbors. The thermodynamic
parameters obtained for these three RNA modifications may contribute, using the calculation of
melting temperatures and opening profiles, to the design of probes in diagnostics and also the

development of RNA-based vaccines.



Keywords: Modified RNA; Mesoscopic models; Melting temperature; Modified bases.
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1 Introducao

Nesta secdo, apresentaremos a composicao e estrutura do DNA e do RNA; os experi-
mentos de desnaturagdo e sua importancia; também as bases modificadas, em especial, a inosina

e a pseudouridina que foram estudadas neste trabalho.

1.1 O que sao DNA e RNA

Os estudos das moléculas de acido desoxirribonucleico (deoxyribonucleic acid, DNA)
e acido ribonucleico (ribonucleic acid, RNA) t€m levado, ao longo dos anos, a diversas des-
cobertas e aplicacdes bioldgicas. O conhecimento cientifico nessa drea tem avangado de forma
cada vez mais rdapida. Esse avanco se deve principalmente a implementacdo dos métodos de
bioinformética. O avango cientifico e tecnoldgico na area é responséavel por diversos métodos
amplamente utilizados em deteccdo de agentes patdgenos, diagndsticos preventivos de doengas
hereditarias ou associadas a expressao genética e, mais recentemente, desenvolvimento de vaci-
nas [1]. O DNA e o RNA sdo biomoléculas que contém informagGes genéticas dos seres vivos.
Os 4cidos nucléicos sao responsaveis, principalmente, por codificar ¢ mediar a producdo das

proteinas.

O DNA ¢ a base da informacao genética que é codificada através das bases nitrogena-
das adenina (A), citosina (C), guanina (G) e timina (T), Figura 1.1. As bases sao divididas em
dois principais grupos, as purinas A e G e as pirimidinas C e T. A sequéncia das bases em uma
cadeia de DNA determina a sequéncia e quais aminoacidos que serdo incorporados a cadeia pro-
teica. O RNA, por sua vez, € o mecanismo pelo qual a informacao contida no DNA ¢é expressa
no meio celular. Existem diversos tipos de RNA presentes no citoplasma de célula, os princi-
pais sdo o RNA de transferéncia (transfer RNA, tRNA), o RNA mensageiro (messenger RNA,
mRNA) e o RNA ribosomal (ribosomal RNA, rRNA) . O RNA é composto pelas mesmas bases
nitrogenadas que o DNA, exceto pela timina que é substituida pela uracila (U), ver Figura 1.1.
A sintese proteica é determinada, majoritariamente, pela sequéncia de DNA correspondente a
uma cadeia proteica. Para que esse processo ocorra, a sequéncia de DNA deve ser transcrita
em uma sequéncia de RNA equivalente. Essa transcri¢do ocorre no nicleo celular através da
mediacdo de uma enzima denominada RNA polimerase que é responsével por produzir, a partir
das informagdes do DNA, todos os tipos de RNA.

Estruturalmente, o RNA e o DNA sd@o considerados polimeros cujo as menores uni-
dades que os compdem, os mondmeros, sao uma combinacdo de bases nitrogenadas ligadas
a um grupo fosfato e um acgticar do tipo ribose, para RNA, ou desoxirribose, para DNA. Esse
mondmero é denominado nucleotideo. Os nucleotideos se ligam um ao outro através dos grupos
fosfato. Esse grupo conecta o carbono 3’ de um agtcar ao 5’ do préximo agticar, permitindo a

formacao de fitas simples. Uma ponta da fita simples possui um carbono 5’ livre e a outra ponta
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Figura 1.1
Estrutura quimica das principais bases nitrogenadas. Figura retirada de Ref. [2].

possui um carbono 3’ livre. Convencionalmente, a sequéncia € escrita no sentido do carbono
5" para o 3'. Duas fitas simples compativeis podem hibridizar e formar uma dupla hélice, mais
estavel. A configuracdo da dupla hélice € tal que as fitas simples que a formam sdo antiparale-
las, uma fita 5’ — 3’ e a outra 3’ — 5'. As fitas simples sao unidas por liga¢oes de hidrogénio entre
os pares de base que as formam, ver Figura 1.2. Os pares complementares, ou candnicos, AT
(ou AU, em RNA) e GC, contribuem com duas e trés ligacdes de hidrogénio, respectivamente.
O pareamento candnico nao é tnico, no entanto, ¢ 0 mais comumente encontrado e também
¢ denominado pares de Watson-Crick, em homenagem aos cientistas James Watson e Francis
Crick [3], ganhadores do Nobel pelo desvendamento da estrutura de dupla hélice a partir das

medidas de raio-X realizadas por Franklin e Wilkins [4].
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Figura 1.2
Estrutura de um duplexo de DNA representando as ligacdes de hidrogénio dos pares AT e GC. Figura
retirada de Ref. [5].

1.2 Desnaturacao de acidos nucleicos

A desnaturacdo, ou melting, dos acidos nucleicos € o fendmeno de dissociacdo de um
duplexo em fita simples. A desnaturacdo pode ocorrer devido ao aumento da temperatura e
outros fatores, como a variagdo da concentracdo salina da solu¢cdo. Com o aumento da energia
interna do sistema, as ligagcdes de hidrogénio responsaveis por manterem a estrutura de fita du-
pla sdo rompidas e as fitas se separam. Conhecer as propriedades térmicas de uma sequéncia de
DNA ou RNA ¢ essencial para aplica¢des biotecnoldgicas, por exemplo, para produzir sondas
de reacdo em cadeia da polimerase (polymerase chain reaction, PCR). A temperatura de mel-
ting T, é definida como sendo a temperatura para a qual 50% da amostra esta no estado de fita
dupla e os outros 50% estao no estado de fita simples. Esse fenomeno pode ser estudado através
de experimentos de absorcao de ultravioleta (ultraviolet, UV), ver Figura 1.3. Os duplexos de
DNA e RNA ndo absorvem frequéncias entre 260 e 280 nm, as fitas simples por sua vez absor-
vem essas frequéncias. Dessa forma, a curva de absor¢do em funcdo da temperatura permite
quantificar quanto da solucdo estd em fita dupla ou em fita simples em uma dada temperatura.

A absorbancia € definida como sendo:

A= lOQ(T) (1)
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Figura 1.3

Determinag@o de temperatura de desnaturag@o por absor¢do ultravioleta. Curva de absor¢do em funcgdo
da temperatura de duas sequéncias de DNA. A) Em vermelho, uma sequéncia complementar e, em
azul, uma sequéncia contendo mismatches; B) a curva normalizada; C) a primeira derivada da curva de
absor¢do. Figura retirada de Ref. [6]

A temperatura de desnaturacdo de uma solu¢cdo de DNA ou RNA esté diretamente asso-
ciada a concentragdo das fitas em solucdo (C}), sendo diferente para fitas auto-complementares
e ndo-auto-complementares. Uma fita € auto-complementar quando ela é sua propria sequéncia
complementar, ou seja, quando lida no sentido 3’ — 5’ complementa a sequéncia no sentido
5" — 3’. Uma sequéncia é ndao-auto-complementar quando sua sequéncia complementar é di-
ferente da sequéncia principal independente do sentido em que € lida. Por exemplo, a fita
5'-AUGCAU-3' é auto-complementar, pois 3'-UACGUA-5’ é a sequéncia complementar e é
exatamente a mesma sequéncia, mudando apenas o sentido em que € lida. A sequéncia 5'-
AUUAGC-3', por sua vez, ndo é auto-complementar, pois 3’~-GCUAAU-5' é a complementar,

mas nao € a mesma sequéncia.

Inicialmente, vamos analisar as fitas ndo-auto-complementares. Sendo [X] e [Y] a
concentragdo das fitas separadas e [XY] a concentragdo de duplexos formados. Definimos a
fracdo f como a fracdo de duplexos dissociados e sendo C; a concentragdo total de fitas X + Y

na solugdo, temos a reacdo reversivel:

X+Y+¢ XY | )

[X] Y]
f - [XY]total - [XY]total 7 (3)

Co=[X]s + [Y], = [X] + [Y] + 2[XY] “)

Na temperatura de melting, temos f = % A constante de equilibrio da reacdo, K., €

dada por:

Keq = T &)
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O valor de K., na temperatura de melting é dado por:

XY (9 G
Keg = Xy] & 4 ©)

X = V] = [XV]0 =

onde o subscrito m denota a concentracio na temperatura de melting.

A energia livre de Gibbs para essa reacdo € dada por:

AG = - RT,InK., = AH - T,,AS | (7)

onde 1 € a constante universal dos gases. Essa equagdo estabelece uma relagdo entre a entropia

S, aentalpia H, a temperatura de melting T, e a constante de equilibrio K.,.

AH
T, - ®)

~ AS- Rin(%)

No caso auto-complementar, devido a simetria das fitas, temos K., = C}:

AH
Th=———"7—"=— 9
AS - RiIn(Cy) ©)
Uma manipulagdo simples da equacio permite reescrever na forma y = a + bx:
A Rin(&
7,1 = A8 Rin(3) (10)

AH AH

Dessa forma, € possivel determinar, experimentalmente, valores de AH, AS e AG da

reacio de desnaturacdo de um duplexo. Na Figura 1.4, temos um gréfico 7., ' X ln(%).

320

1t x 107 (1)

00
-1

Figura 1.4
Griéfico de Van’t Hoff da temperatura de melting em funcdo da concentragdo total (75~
Cada reta representa uma sequéncia distinta. Figura retirada de Ref. [7].

U in(S)) .
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1.3 Bases modificadas

Existem na natureza outras bases nitrogenadas, além das canonicas A, C, G, T e U,
capazes de estabilizar duplexos de DNA e RNA. Geralmente, essas bases sdo resultados de
modifica¢des na estrutura molecular das bases canonicas. O primeiro registro de uma base mo-
dificada foi um isomero da uridina detectada em RNA de leveduras Saccharomyces cerevisae
em 1956 e foi nomeada pseudouridina (W) [8, 9]. Atualmente, sdo conhecidas 17 modificacoes
de ocorréncia natural em DNA e mais de 150 possiveis modificacdes de ocorréncia natural em
RNA, que podem ser encontradas nos diversos tipos de RNA celular [10]. As bases alternativas
de ocorréncia natural possuem diversas fungdes em processos bioldgicos e bioquimicos, como
na estabilizacdo de estruturas do tRNA, rRNA, na eficiéncia da sintese proteica e na leitura alter-
nativa do mRNA [11-14]. Em humanos, sua ocorréncia ¢ mediada por familias de enzimas que
atuam de forma altamente especifica nos diversos tipos de RNA [13, 15-18]. As modificacdes
podem ser usadas em diversas aplicagdes biotecnoldgicas, como aprimoramentos para primers
de PCR [19], vacinas de RNA [1, 20] e no desenvolvimento de tratamento e diagndstico de
doencas [17, 18].

Neste trabalho, estudamos duas modifica¢des de ocorréncia natural em RNA e seu im-
pacto na estrutura do RNA de dupla fita (double strand RNA, dsSRNA): a hipoxantina, ou ino-
sina (I), e a pseudouridina (). As modificacdes também podem afetar de diversas formas a
sintese proteica. A pseudouridilagcdo, por exemplo, pode suprimir c6dons de termina¢io prema-
tura [21]. A pseudouridina, atualmente, é utilizada em vacinas de mRNA para evitar reacdo imu-
noldgica [1, 22]. A inosina é resultado da deaminacdo da adenosina e sua ocorréncia é devida
a um grupo de enzimas denominado adenosina deaminase agindo em RNA (adenosine deami-
nase acting in RNA, ADAR), podendo ser interpretada pelo ribossomo como A, G e, em alguns
casos, U [23], o que permite a ocorréncia de tradug¢do ndo-sindnima do mRNA. A ocorréncia
de ambas modifica¢des € essencial para o desenvolvimento adequado das formas de vida, em
especial, eucaridticas. Desequilibrios na sua expressao estdo associadas aos mais diversos ti-
pos de doencas, como cancer e doengas cognitivas degenerativas, como o Alzheimer [24-28].
Conhecer o comportamento desses nucleotideos em RNA pode permitir o desenvolvimento de

terapias génicas para o tratamento de doengas complexas.

1.3.1 Pseudouridina

A pseudouridina (V) € a modificacdo mais abundante e foi a primeira a ser descoberta e
caracterizada em 1956 [8, 9]. E o isdbmero C5-glicosideo da uridina, no qual a uracila se liga a
ribose através de uma ligacao carbono-carbono ao invés de uma ligacao nitrogé€nio-carbono [13,
29], ver Figura 1.5. Além disso, a rotagdo da base resulta na substituicdo do carbono C5 por
um nitrogénio, sendo este um doador para ligacdes de hidrogénio, aumentando a capacidade

de ligar com outras moléculas, incluindo proteinas. A modificagdo promove o enrijecimento
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do esqueleto de fosfodiéster e um aumento na estabilidade térmica [29, 30]. A isomerizagdo
da uridina ocorre em RNA de forma natural sendo mediada por diversas enzimas que atuam de
forma altamente especifica variando os sitios e alvos da edicdo [13]. A pseudouridina ocorre
nos diversos tipos de RNA e nas mais diversas formas de vida [13, 29], cumprindo diversos

papéis, como a estabilizacao da estrutura do tRNA.

o) o}
(A) (|3| . (B) T (©) 1 /H\ .
| N HN- NH Hac—N I\|JH
| l
g o HO Y Yo N So
HO - o o
OH OH OH OH OH OH

Figura 1.5
Estrutura quimica das bases: A) Uridina, B) pseudouridina e C) N1-metilpseudouridina. Figura retirada
de Ref. [31].

Sua ocorréncia em tRNA contribui para a estabilidade estrutural, por exemplo, o loop
TWC (P55) e a haste D (W13). Nesta dltima, fornece uma forte interacdo entre as posicdes
W39 e A31 [29], ver Figura 1.6. Tanto em tRNA quanto em mRNA, essa modificacdo €, ge-
ralmente, interpretada pelos mecanismos de decodificacdo celulares como uma uridina. Dessa
forma, a modificagdo, em geral, ndo afeta a tradugdo celular, no entanto, a pseudouridina pode
levar a supressao dos cédons de parada [21, 29]. Supressdo de enzimas responsdveis pela
pseudouridilacdo em leveduras causa desde a reducdo do crescimento até a completa parada,
em especial, em altas temperaturas [29]. Sendo assim, a pseudouridina é um mecanismo de

variabilidade genética e também sua ocorréncia estd associada a eficiéncia da sintese proteica.

A pseudouridina também estd presente no rRNA, onde € mais abundante, possuindo
diversas funcdes desde a biogénese do ribossomo até a estabiliza¢do de interacdes RNA-RNA
e RNA-proteina [30]. Apesar disso, devido a alta taxa de ocorréncia, da complexidade da
molécula e de seus variados mecanismos de funcionamento, pouco se sabe sobre sua fungdo
nesse tipo de RNA. A modificagdo € responsdvel, principalmente, por guiar a formagao e esta-

bilizar estruturas secundarias e terciarias do ribossomo [29, 30].

As bases nitrogenadas podem também sofrer metilagdo. Um grupo metil pode ser incor-
porado na base alterando a forma que essas bases interagem. A metilacdo € uma modificacao
que nao altera as principais caracteristicas da base [17], no entanto, pode ocasionar mudangas
de algumas de suas propriedades fisicas e estruturais, podendo, por exemplo, afetar positiva
ou negativamente as interacdes com os pares vizinhos. O grupo N1-imino da pseudouridina
também pode ser alvo de metilacdo, alterando algumas de suas propriedades, a nova base é

denominada N1-metilpseudouridina (N-methylpseudoridine, m' W) [22, 31, 32].
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Figura 1.6
Estrutura do tRNA e posicdes de ocorréncia de W. Figura retirada de Ref. [29].

Sua utilizagdo em aplicacdes biotecnoldgicas vem se mostrando eficaz e permitindo
o desenvolvimento de terapias e vacinas baseadas em mRNA que utilizam pseudouridina e
m!W [1, 22], ver Figura 1.5. O uso dessas modificagdes representou um grande avango no
desenvolvimento das vacinas de mRNA, sendo utilizadas, em especial, nas vacinas contra a
doenca do coronavirus 2019 (coronavirus disease 2019, COVID-19) [1, 22, 32, 33]. Vacinas
de mRNA que utilizam ¥ e m!'¥ sdo mais eficientes que as nio modificadas. Em especial,
a modificacdo metilada € ainda mais eficiente. Isso se deve a menor imunogenicidade e a
manutencio da sintese proteica correta [32]. Ainda ndo esta clara a razdo bioquimica que reduz

a imunogenicidade destas modificacdes.

1.3.2 Inosina

A inosina é resultado da deaminag@o da adenosina. Em RNA, essa modificacio é me-
diada por enzimas denominadas ADAR, e esse processo € conhecido como edi¢do A para I,
ou seja, adenina para inosina [14, 34, 35]. Essa é uma modificagdo de ocorréncia natural e é
essencial para o desenvolvimento da vida. Apesar disso, desequilibrios na sua expressao estao
associados a diversas doencas, como cancer e doencas cognitivas, como Alzheimer [25-27]. A
inosina € similar a uma guanina, exceto pelo grupo 2-amino que a inosina niao contém. Dessa
forma, a inosina em RNA € muitas vezes interpretada pelos mecanismos celulares como uma
guanina [36, 37]. O pareamento IC se difere do pareamento GC por ter uma ponte de hidrogénio

amenos, devido a auséncia do grupo 2-amino [38]. O pareamento IU possui duas ligacdes de hi-
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drogénio assim como AU, sendo diferentes devido ao deslocamento das ligagcdes de hidrogénio

e na mudanca dos aceptores e doadores [35, 39], ver Figura 1.7.
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Figura 1.7
Ligacdes de hidrogénio dos pares AU, IU, GU, AC, IC e GC, respectivamente. Figura adaptada de
Refs. [35, 38].

A inosina pode ocorrer nos mais diversos tipos de RNA celular, tanto em tRNA, mRNA
e em outros niveis de RNA eucarionte [14, 16, 40-42]. Quando ocorre no tRNA, a inosina esta
associada a eficiéncia do processo de tradugdo, ocorrendo, geralmente, nas posi¢des 34, 37 e
57 [12, 16, 43]. A modificagdo na posicdo 57 ocorre apenas em Archaea, sendo posteriormente
modificada para uma N1-metilinosina (NI-methylinosine, m'I) [16, 43, 44]. A modificacio
na posi¢do 37 também € posteriormente metilada, ocorre apenas no tRNA%“ eucarionte, e foi
associada com a baixa biomassa de plantas que crescem em situacdo de estresse [12, 16]. A
ocorréncia na posi¢do 34 ocorre em 7 ou 8 tipos de tRNAs eucarionte. Nessa posicao, a
modificacdo pode alterar o processo de traducdo proteica, podendo se ligar com cédons com
U, C, e A na posic¢ado equivalente [16, 44].

A ocorréncia em mRNA também € essencial para o correto funcionamento celular. Sua
expressdo varia fortemente entre os diversos tecidos, sendo mais abundante no cérebro [15].
Durante a sintese proteica, a inosina em mRNA pode resultar em tradugdes nao-sindnimas,
sendo um fator de variabilidade genética que, muitas vezes, resulta em proteinas disfuncionais,
incompletas ou com desvio de func¢do, sendo a causa de diversas doengas [23, 26, 27]. Ape-
sar disso, a inosina € essencial e sua auséncia em determinados mRNAs também pode causar
problemas. A ADAR?2 atuante no mRNA da subunidade GluA2 do receptor cv-amino-3-hidroxi-
metil-5-4-isoxazolpropionico (AMPA) induz a substitui¢cdo de uma glutamina por uma arginina,
reduzindo a permeabilidade por fons Ca?+ do AMPA. A modificagio é evolutivamente conser-
vada em mamiferos, sendo que aproximadamente todos os mRNAs de GluA2 humanos possuem
a edicdo [26, 45]. Baixos niveis de edicio no mRNA da GluA2 em camundongos esta associada

com convulsdes e mortes prematuras [26, 27, 46].

A inosina pode também ocorrer em outras formas de RNA, como microRNA (mi-
croRNA, miRNA) e RNA curto de interferéncia (small interfering RNA, siRNA), e em cada um



23

desses casos, a inosina desempenha diversos papéis [26, 27, 41, 42]. Ambos miRNAs e siRNA
levam a degradacdo de transcritos de mRNA homoélogos, que sdo mecanismos de repressao
génica e atuam através do complexo de silenciamento induzido por RNA (RNA-induced si-
lencing complex, RISC) [14, 27]. Esse mecanismo depende da hibridiza¢do entre 0 miRNA,
ou siRNA, com o0 mRNA alvo, dessa forma, a modificagdo A para I afeta sensivelmente esses
processos. A inosina pode inibir interacdes de miRNA e siRNA ou alterar seus mRNA alvos,

sendo potencialmente uma opcao para terapias gé€nicas [14, 27].

A inosina pode ocorrer em DNA de diversas formas, no entanto, geralmente, ela serd
identificada e removida pelos mecanismos de reparo de DNA [27, 47]. A ocorréncia da inosina
em DNA e suas propriedades termodinimicas ja foram estudadas e parametros para os modelos
que permitem a predi¢do de 7, também ja foram obtidos [48-51]. Aplica¢bes biotecnoldgicas
de inosina em DNA tiveram sucesso em primers degenerados de PCR [19, 52, 53] e sondas
para triagem de bibliotecas de DNA gendmico [54, 55]. Vdrios estudos jd foram realizados
para avaliar a estabilidade termodinamica da inosina em RNA, no entanto, em contraste com
estudos em DNA, poucos dados termodindmicos estdo disponiveis [35, 38, 40, 56-60]. Isso
se deve ao fato de o duplexo de RNA ser uma molécula mais instavel que o DNA, tornando
dificil a realizac@o de experimentos de melting de muitas sequéncias. Inosina em RNA pode vir
a ser utilizada em primers degenerados de PCR e como uma opg¢do para auxiliar, desenvolver

ou melhorar terapias génicas para tratamento de doengas complexas.
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2 Objetivos

2.1 Obijetivo geral

Obter parametros termodindmicos para o modelo Peyrard-Bishop (PB) para inosina e

pseudouridina em RNA.

2.2 Objetivos Especificos

1. Parametrizar as bases modificadas, inosina e pseudouridina em RNA, para modelo

Peyrard-Bishop.
2. Verificar as contribui¢cdes das modificagdes para a estrutura de dupla hélice.

3. Desenvolver e avaliar métodos para a parametrizacdo a partir de poucos dados expe-

rimentais.

4. Interpretar fendmenos biolégicos e propor aplicacdes biotecnolégicas das bases mo-
dificadas em RNA a luz do modelo PB.
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3 Metodos

Neste capitulo, iremos detalhar os métodos tedricos e computacionais utilizados para
estudar o comportamento das modificacdes de RNA. Foram utilizados os modelos de proximos
vizinhos (nearest-neighbour, NN) e Peyrard-Bishop (PB). O modelo NN é um modelo fenome-
noldgico que permite o estudo da desnaturagcdo com base em grandezas termodinamicas obtidas
dos experimentos de desnaturacdo. O modelo mesoscopico PB, baseado em fisica estatistica, foi
inicialmente proposto em 1989 por Peyrard e Bishop [61] para o estudo das propriedades fisicas
de duplexos de DNA (ou RNA) e do processo de desnaturag@o. O tratamento computacional foi
feito utilizando o software TfReg [62, 63].

3.1 Modelo de proximos vizinhos

O modelo de préximos vizinhos (NN) € um modelo fenomenoldgico amplamente utili-
zado no estudo de desnaturagio de 4cidos nucleicos [64—66]. E um modelo linear que consiste

na soma direta das contribuicdes energéticas de cada dimero para a 7;,, do duplexo.

A energia livre de Gibbs de uma sequéncia ¢ em uma temperatura 7' é dada por:

AGY(T) = AH[* — TAS! (11)

Os valores de AH[" e TAS!" sdo dados pela contribui¢éo individual de cada dimero

através das relagdes:

ASFE = "ninAS, + > neSe (12)

AHP = "nioAHy + Y n°H® (13)

onde n;, € a quantidade de dimeros do tipo « e AS,, e AH,, correspondem, respectivamente,
as contribuigdes de entropia e entalpia de cada dimero. AH¢ e AS° sdo pardmetros de correcio
que dependem de diversos fatores, como simetrias, contribuicdes das bases terminais, entre
outros, que devem ser considerados em cada caso. A energia livre de Gibbs a 37°C' (AG37) é
utilizada para estudo de desnatura¢do de duplexos em temperaturas bioldgicas. AG3; € dado

pela equagd@o 11 quando T € igual a 37°C.

Levando em conta todas as possiveis combinagdes de dimeros em DNA canodnico, ob-
temos 4> = 16 parAmetros do tipo a, que pode ser reduzido por relagdes de simetria. Por
exemplo, o dimero AUpAU ¢ equivalente ao dimero UApUA e o dimero AUpGC ¢ equivalente

ao dimero CGpUA. Os valores de AS, e AH, podem ser determinados a partir dos resultados
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experimentais e da equag@o 10 por métodos algébricos [66] ou de otimizagdo [65].

Scheme I
Predicting transition enthalpies
of DNA oligomers

9
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Figura 3.1
Aplicac¢do do modelo NN para o célculo de AH de hibridizagdo da sequéncia de DNA, 5'-GGAATTCC-
3'. Figura retirada de Ref.[67].

Um exemplo do uso do modelo NN ¢é apresentado na Figura 3.1. Consideramos a
sequéncia de DNA, 5'-GGAATTCC-3’, onde cada base faz par com seu correspondente candnico
e é uma sequéncia auto-complementar [67]. Cada vizinho contribui energeticamente para a esta-
bilidade do duplexo com um valor de AH,,. O valor da contribui¢do de cada vizinho ¢é indicada
pela seta, ver Figura 3.1. Os valores de AH,, indicados resultam num valor total AH'™" de
60 kcal, enquanto o valor obtido experimentalmente € de 58.3 kcal. O mesmo procedimento é
utilizado para obter AS™", assim, a equagdo 10 pode ser utilizada para obter uma predigio para

temperatura de melting.

Os parametros para o modelo NN, incluindo os fatores de correcdo, podem ser obti-
dos através de diferentes métodos. Os valores para esses parametros variam dependendo de
alguns fatores, como o conjunto de dados, as correcdes que sdo consideradas e os protocolos de
otimizagdo utilizados para realizar o cdlculo desses valores. [65, 66, 68]. As Tabelas 3.1 e 3.2
apresentam parametros de NN e os fatores de corre¢do de iniciagio (AH ™), fator terminal
(AH'™"™) e corre¢do de simetria (AH*Y™™), utilizados para predi¢do de T,,, de sequéncias de
RNA e DNA.
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Conjunto de pardmetros AH, AS e fatores de corre¢do para o modelo NN para DNA. Tabela adaptada
da Ref. [65]. Os parametros P-SL96 e P-SL98 sdo das Ref. [7, 66].

N Valores
Pardmetro |4 o 56 TAOP-S1.96 | P-SL.98 | AOP-SL.98 | AOP-OW04 | AOP-OW04DSC | AOP-CMB
AHy,a -84 -7.2(D) 7.9 -8.4(1) -8.6(2) -8.2(4) -7.20(4)
AHgu,c -8.6 -10.4(1) -84 -10.2(1) -1.8(2) -8.3(3) -7.26(4)
AH,,q -6.1 -6.8(2) 7.8 -5.3(1) -7.0(3) -6.4(3) -6.46(5)
AH 7 6.5 -9.5(2) ) -0.4(2) 2.2(3) -3.5(6) -5.69(7)
AHcpa 7.4 -3.2(D) -8.5 -12.9(2) -15.0(2) -8.5(3) -8.58(6)
AHg,c -6.7 -7.49(8) -8.0 -8.9(2) -11.0(2) -7.6(5) -8.77(6)
AHe,q -10 -5.5(1) -11 -9.3(1) -14.4(4) -12.1(6) -9.70(6)
AHgpa 1.7 -2.77(9) 8.2 -10.6(1) -9.5(3) -11.7(3) -7.10(6)
AHg,c -11 9.1(1) 938 -14.5(2) -6.8(4) -12.5(3) -9.59(8)
AHr, 6.3 1.8(1) ) -6.1(2) -13.8(3) -12.9(5) -4.08(7)
ASy, 4 24 -20.3(4) 22 -23.8(3) -24.3(6) -23(1) -20.2(1)
AS4,c 23 -28.6(4) 22 -28.3(5) -3.2(7) -22.2(8) -19.3(1)
AS4nq -16 -17.9(5) 21 -13.0(4) -18.5(8) -16.8(7) -17.1(2)
ASa,T -19 -26.6(5) 20 0.9(5) -5.6(9) -10(2) -15.9(2)
ASc,a -19 -8.3(4) 23 -36.6(6) -42.0(7) -23.0(8) -23.2(2)
ASc,pc -16 -19.7(3) 20 -22.1(5) -29.3(7) -19(1) -22.7(2)
ASca 26 -12.93) 27 -22.9(4) -39(1) -31(2) -24.9(2)
ASg,a 20 -6.9(3) 22 -29.4(5) 226(1) -32.0(9) -18.9(2)
ASa,c 28 -23.9(3) 24 -38.9(7) -16(1) -32.4(8) -24.4(2)
ASr,a -19 4.6(5) 21 -17.7(7) -40.3(8) -37(2) -11.3(2)
ASTt 9.0 -6.0(2) — — — — —
ASH 5.9 -0.9(1) — — — — —
AHLm 0.40 -0.40(3) — — — — —
AGsvmm |14 0.67(6) -1.4 -0.30(4) — — -0.59(3)
AHtm — — 0.10 0.7(1) 4.9(4) 10.6(7) 0.49(4)
ASterm — — 2.8 -1.5(3) 12(1) 29(2) -0.7(1)
AH'gm — — 2.3 1.3(2) 6.5(3) 12.6(8) 2.53(7)
AGlerm — — 4.1 0.2(5) 17(1) 35(3) 5.7(2)
Tabela 3.2

Conjunto de parAmetros AGs7, AH e AS para o modelo NN para RNA. Tabela adaptada da Ref. [68].

Parametros AGS, (kcal/mol) AH° (kcal/mol)  AS° (eu)
5’AA3 3’Uus’ —0.93 (0.03) —6.82(0.79) —19.0(2.5)
5’AU3’ 3’UAS’ —1.10(0.08) —9.38(1.68)  —26.7(5.2)
5’UA3 3’AUS’ —1.33(0.09) —7.69(2.02) —20.5(6.3)
5’CU3 3’GAS’ —2.08 (0.06) —10.48(1.24) —27.1(3.8)
5’CA3 3GUS’ —2.11(0.07) —10.44(1.28) —26.9(3.9)
5’GU3 3’CAS’ —2.24(0.06) —11.40(1.23) —29.5(3.9)
5’GA3 3’CUS’ —2.35(0.06) —12.44(1.20) —32.5(3.7)
5°CG3’ 3’GCS’ —2.36(0.09) —10.64 (1.65) —26.7(5.0)
5’GG3’ 3’CCs —3.26 (0.07) —13.39(1.24) —32.7(3.8)
5°GC3’ 3’CGS’ —3.42(0.08) —14.88(1.58) —36.9(4.9)
Iniciacdo 4.09 (0.22) 3.61(4.12) —1.5(12.7)
Por terminal AU 0.45(0.04) 3.72(0.83) 10.5(2.6)
Correcdo de simetria (auto-complementar) 0.43 0 —-1.4
Correcdo de simetria (ndo auto-complementar) 0 0 0
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3.2 Modelo Peyrard-Bishop

O modelo Peyrard-Bishop (PB) considera a fita de DNA (ou RNA) como uma estrutura
homogénea e bidimensional e cada base nitrogenada como uma mesma particula de massa m. O
modelo descreve as interagdes de empilhamento e das ligagdes de hidrogénio de forma separada.
Uma vez conhecidos os parametros de interacdo entre as bases e os pares vizinhos, o modelo
permite predizer temperaturas de desnaturacdo para sequéncias de DNA ou RNA. Inicialmente,
definimos as varidveis p, e v, sendo os graus de liberdade, e representam o deslocamento da
n-ésima base em relacdo a sua posicao de equilibrio.

Tn + Yn Tn — Yn

Hn = \/5 yVn = \/§ (14)

A ligagdo de hidrogénio € modelada por um potencial de Morse V' [69] dado por
V(y) = D(e™*™ —1)* (15)

onde D € a energia de dissociagdo do par de base e )\, é o alcance de atuacido do potencial. A
interagdo de empilhamento k, ou stacking, entre pares de bases vizinhos é modelada como um

acoplamento harmonico, semelhante ao comportamento de uma mola, descrito pela equagao:

k
~[Yn — Yn1]’ (16)

W(Yns Yn—1) = 5

Assim, o hamiltoniano do sistema é:

_(en Vn)

k k
H = Z i+ 220+ G (b = pned)® 5 (0 = v)? 4+ Dle” 5 1P (A7)

Podemos reescrever o hamiltoniano do sistema em termos das coordenadas cartesianas

Yn € T, utilizando a transformacao:

P s VO e S (18)

V2

O hamiltoniano agora é:

k k )
H= Z —[pn+ @] + 5 (U Yn1)* + 5 (@0 w0a)” + Dle™ 2 =1 (19)

onde p,, e ¢, sdo os momentos das coordenadas z,, € y,, 0s termos harmo6nicos representam as
interagdes entre os pares (1, n — 1) e o potencial de Morse descreve a interacdo entre as duas

bases que formam um par. A partir do hamiltoniano podemos escrever a funcio particdo Z:
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7 = / [1e " dpndgndandy, = 2,2,2. 2y (20)
N
Os termos de momento possuem solugao:
Z, = Z, = 2rmKsT)N? | (21)

7,7, = 2rmKgT)N | (22)

onde N € o nimero de pares de bases da fita e K3 € a constante de Boltzman. No eixo z, a

unica contribui¢@o € o termo harmdnico. A fungdo Z, é:

Z, - %)W (23)

Em y, temos:

Zy = / dy, / dy... / dy, [ [ e Ptetvmum Vol (24)
N

onde V(y,) = (D[e% — 1]). Conhecendo os pardmetros de interacdo de cada par de bases

¢€ possivel obter informacdes fisicas de grande relevancia para o estudo dos oligonucleotideos,

como a abertura média entre cada par de bases (y,,).

1 1
() = 7 / [Tyme ™ == / Ym i / dys... / dyy | [ e~ PLotnon-0tVEmL - (25)
n Y N

3.3 Obtendo temperaturas de melting com o modelo PB

O modelo PB permite o célculo de temperaturas de melting T,,. Isso pode ser feito
estabelecendo o que é chamado equivaléncia térmica entre as sequéncias. Utiliza-se um indice
T proporcional a 7T;, para agrupar sequéncias por temperaturas de melting similares. Se duas
sequéncias possuem indices equivalentes, entdo as sequéncias sdo equivalentes e suas 7}, tam-
bém sdo equivalentes. Esse indice é dado pelo expoente da fun¢do particdo. O indice pode
ser ajustado utilizando resultados de experimentos de desnaturagdo. Isso permite calcular novas
temperaturas de melting através de uma regressao linear dos indices. Podemos utilizar o método
da integral de transferéncia para calcular a funcdo particdio Z do modelo PB. O maior termo
da expansdo é o indice 7; de uma dada sequéncia ¢. Considerando condi¢des periddicas de
contorno, temos:

Z = Tr[ctPc3) oW (26)
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onde C' ™"+ representa a interagio entre vizinhos e C'V:)) é a condicdo de contorno periddica,
ou seja, o primeiro e o dltimo par ligados. As interacdes entre os pares de base AT (AU para o
RNA) e GC sao considerados fraca (w) e forte (s), respectivamente, o que reduz as interacdes de
vizinhos para quatro tipos possiveis, Cs) clww) Clsw) o () Usando o vizinho GCpCG
em uma sequéncia homogénea, uma referéncia de base ortonormal, a matriz C' (5:5) ge torna uma
matriz diagonal A com autovalores ;. Para os pares gerais, definimos a matriz A(*%) sendo a

diferenca de interagdio entre pares vizinhos quaisquer e os vizinhos C'**), de tal forma que:

C(a,b) = A+ A(a,b) 27

A fung@o particdo entdo pode ser escrita como:

Z =Tr[(A+ATD) (A 4+ ABD) (A + AND)] (28)

Utilizando as propriedades do trago, temos:

Z =Y Z,A)=> Tr[M(A*)] | (29)

onde M[A¥] sdo os termos que contém w multiplicagdes da matriz A. No caso da sequéncia GC
homogénea, A5 = (. Nesse caso, todos os termos sdo de ordem maxima, AY. A Figura 3.2
mostra a fungdo particdo Z,,(A) em fun¢éo do pardmetro w de algumas sequéncias de mesmo
tamanho e com 40-60% de pares GC, calculada em uma temperatura de 370 K. Observa-se
também que o valor w4, que maximiza a func¢ao, é fortemente dependente da composicao da

sequéncia e sendo aproximadamente independente da temperatura, ver Figura 3.3.

A Figura 3.4 mostra a relacao linear entre temperaturas de melting experimentais € o
valor w2, de diversas sequéncias agrupadas por tamanho. Essa relacdo permite obter tem-
peraturas de melting de sequéncias a partir de uma regressao linear em fungao de um valor
adimensional wrle que representa a equivaléncia térmica, o indice 7. A regressdo que relaciona
o indice 7; com a temperatura de melting da sequéncia 7 por grupos de tamanho é:

T = ag(N) +a(N)7; (30)

7

onde 7} é a temperatura de melting da sequéncia ¢, N é o tamanho da sequéncia e ag € a; sdo
os coeficientes da regressao linear de cada grupo de tamanho N. A regressdo linear depende
também de N'/2, dessa forma, para sequéncias com tamanhos sem base de dados experimentais
pode-se usar a regressao:

ax(N) = boy + by N2 (31)
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Distribuicdo normal da fungio parti¢do em fungdo do pardmetro de ordem w. Figura retirada de Ref [70].
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Dependéncia de w com a temperatura. Figura retirada de Ref. [70].
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Figura 3.4

Temperatura experimental 7;,, em fun¢@o do pardmetro w}n/fx As linhas representam a regressdo linear
por grupos de sequéncias com mesmo tamanho, exceto para os dois pontos de sequéncias de 11 pares de
bases. Os coeficientes de regressdo linear sdo utilizados para realizar a predigdo final de T;,, a partir dos
parametros de Morse e harmonico. Figura retirada de Ref. [70].

3.4 Algoritmo de minimizacao para obtencao de parametros

A predicdo dos valores de temperatura de melting de uma sequéncia qualquer requer a
determinacdo dos parametros D e k , determinados por cada par, que definem o hamiltoniano.
Esses parametros devem estar alinhados com os resultados experimentais. A implementagao
computacional do modelo PB, o software TfReg [63], calcula os pardmetros do hamiltoniano

minimizando a seguinte funcao:

N
X =Y (T -T) (32)
=1

onde 77 é a temperatura de melting experimental da i-ésima sequéncia e 7; é a temperatura
calculada por um certo conjunto de pardmetros. Para isso, € utilizado o método Nelder-Mead,
ou downhill simplex, de minimizacdo [71, 72]. Esse algoritmo de minimizacao foi proposto em
1965 por John Nelder e Roger Mead. A principal vantagem € que ndo é necessdrio calcular as
derivadas da funcdo para obter valores minimos. Esse método parte de um conjunto de valores
inicias para os pardmetros D e k aplicando pequenas variagdes nesses valores e recalculando
a funcdo y? até se obter valores que minimizem a func¢do. Esse método permite percorrer o
espago de parametros do hamiltoniano e encontrar minimos da fungdo y2. Isso permite chegar
em valores de D e k condizentes com as condi¢des experimentais e permite a predi¢do de
temperaturas de melting de quaisquer sequéncias para as quais os valores de D e k ja tenham

sido obtidos.
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A dimens@o N do espago de parametros € determinada pela quantidade de parametros
a serem minimizados. Utiliza-se uma figura geométrica chamada simplex que possui N+1
vértices. Em um espago bidimensional, o simplex € um tridngulo, em trés dimensdes, um
tetraedro e assim, sucessivamente. O algoritmo consiste em variar o simplex comparando os
valores dos vértices. Uma estimativa inicial € utilizada para produzir o primeiro ponto Fy, dado
por um vetor de N varidveis independentes. Para o modelo PB, utilizamos um conjunto padrao
de valores iniciais para cada parametro que serd minimizado, sendo eles: = 38.0 meV,

k=25eV/nm?e N\, = 0.29 nm. O i-ésimo ponto P, do simplex é dado por:

Pi:P0+pei ) (33)

onde e; sao vetores de tamanho N e p é uma constante. O algoritmo consiste em uma série
de transformacdes que atuam sobre o simplex comparando os valores da func¢do nos vértices,
ver Figura 3.5. Inicialmente, os vértices sdo classificados como melhores ou piores. No caso
da minimizacdo, os melhores sdo os que resultam no menor valor da fungcdo que esta sendo
avaliada. A partir da ordenagdo € calculado o centrdide (xy) do simplex, excluido o pior ponto.

A primeira etapa de transformacdes é chamada de reflexdo e é dada por:

Ty = To + (To — Tpior) (34)

onde « € um coeficiente de reflexdo. O pior ponto ¢é refletido através do centréide e um novo
ponto (x,.) é estabelecido. Se o valor do novo ponto é comparado com os outros pontos, caso
x, possua um valor entre o melhor ponto e o de valor intermedidrio, o pior ponto € entao
substituido por z,. € o célculo € repetido para o novo simplex. Caso contrario, segue-se para as
proximas etapas de transformacdes. Se x,. possui um valor menor que o melhor ponto, utiliza-se
a expansdo dada por:

e = xo + (T, —10) (35)

onde v é o coeficiente de expansdo. Se z. < x,., substitui-se o pior ponto por ., caso contrario,
o pior ponto € substituido por x,. Caso x, seja maior ou igual ao valor dos pontos inter-

medidrios, a contragdo € utilizada:

Te = To+ B(xpior - [L’o) ) (36)

onde 0 < 8 < 1 é o coeficiente de contragdo. Se o valor da fun¢do no ponto de contragdo é
menor que o pior ponto, entdo ocorre a substitui¢cdo e novamente se inicia o cdlculo do simplex.
Nessa etapa, o volume do simplex é reduzido. Caso nenhuma das etapas resultarem em uma
melhoria dos pontos do simplex, entdo todos os pontos, exceto o melhor, sdo redefinidos e o

processo € reiniciado.
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Figura 3.5

Tlustracdo do simplex e suas transformagdes. O melhor ponto e o pior sdo representados por low e high.
As transformacgdes sdo ilustradas por (a) reflexdo, (b) reflexdo e expansao, (c) contracdo e (d) compressao.
Similar a contrag@o, a compressao preserva o melhor ponto e altera todos os outros. Figura retirada de
Ref. [72].
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3.5 Lidando com poucos dados

Poucos dados publicos de melting estdo disponiveis para bases modificadas em RNA.
A grande maioria dos dados de melting para bases modificadas em RNA ¢é obtida para o mo-
delo NN. Esse modelo necessita um pequeno nimero de sequéncias para a parametrizacao das
varidveis. O TfReg [62, 63] é uma ferramenta que funciona melhor quando uma grande quan-
tidade de dados de melting para cada pareamento pode ser utilizada. Dessa forma, o estudo
de bases modificadas em RNA, utilizando o modelo Peyrard-Bishop, se torna limitado. Essa
limitacdo se deve ao fato de que a 7,,, de cada sequéncia modificada é representada por uma
equacdo de 3 varidveis. Para cada sequéncia com uma modificacdo e com um valor experimen-
tal de 7),, trés parimetros devem ser minimizados: o Morse e os harmdnicos dos vizinhos 5’
e 3’. A parametrizacdo é andloga a um sistema de equagdes com vdrias varidveis. O cenario
ideal para a minimizagdo € que o nimero de varidveis que serdo minimizadas seja igual ou me-
nor que o de sequéncias com 7},’s experimentais disponiveis. Caso haja mais varidveis do que
sequéncias, a minimizacao se torna um sistema de equacdes indeterminado, ou seja, existem
infinitas solucdes e as varidveis podem assumir qualquer valor, isso resulta na perda de sentido
fisico do resultado. Para evitar esse problema, podemos igualar os pardmetros de varidveis si-
milares, por exemplo, para [IUpAU e [UpUA assume-se a inversdo AU — UA, ou seja, isso ndao
altera os valores de stacking e esses vizinhos sdo equivalentes. Essa medida reduz o nimero de
varidveis no sistema de equacdes, permitindo que ele tenha solugdo tnica. Apesar disso, se nao
for verdade que os valores de stacking de ITUpAU e IUpUA sao similares, a precisdo do célculo
serd reduzida e obteremos pardmetros que resolvem as equagdes e permitem a predi¢do de 7;,,,

mas que nao representa a realidade fisica do sistema.

Outra solugao para lidar com poucos dados é a separagcao por contextos. A dependéncia
de contexto € levada em conta ao aplicarmos o que chamamos de regras de contexto. Essas re-
gras diferenciam e agrupam os pardmetros de um pareamento de acordo com as bases vizinhas
especificadas. Por exemplo, o valor dos parametros de Morse e de harmdnico para inosina no
contexto 1, definido pelo trimero GIC/CUG, podem diferir significativamente dos valores no
contexto 2, definido pelo trimero AIC/UUG. Utilizamos a notac¢do IU! e IU? para diferenciar
os contextos. As regras de contexto atuam agrupando as sequéncias que contém os trimeros
especificados por cada regra. Uma regra de contexto também pode ser definida por um con-
junto de trimeros. Dessa forma, o exemplo acima resulta em um aumento dos parametros a
serem minimizados, com os parimetros de Morse IU! e IU?, e de harmdnico GCpIU*, AUpIU?,
IU!'pCG e TU?pCG. Sem o uso dessa separacdo, terfamos apenas os parimetros de Morse TU
e de harmonico GCplU, AUpIU e IUpCG. Geralmente, as variacdes dos parametros devido ao
contexto sdo negligencidveis, mas, em alguns casos, podem ocorrer grandes variacdes entre um

contexto e outro [73].

A separacdo de contexto aumenta o ndmero de varidveis do sistema, de forma que o
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sistema de equacdes pode novamente se tornar indeterminado. A escolha correta de contextos,
no entanto, permite uma maior precisdo no cédlculo dos parametros. Essa precisdo maior ao
separar os contextos se deve ao fato de o TfReg calcular valores médios para os parimetros que
minimizam os sistemas de equacgdo. Por outro lado, ao realizar uma minimiza¢do sem o uso
do contexto para esses mesmos trimeros, obteremos um valor de Morse IU que representa um
valor médio dos Morses em cada contexto. Nesse caso, se os Parametros de Morse forem muito
diferentes entre os dois contextos, mais uma vez o resultado deixa de representar a realidade

fisica do sistema e se torna apenas um valor para a predi¢ao de 7,,,.

Neste trabalho, foram utilizadas as duas técnicas para tratar os dados, tanto em conjunto
quanto separadas. O resultado que melhor se adequou aos dados foram os que utilizaram apenas
a regra de contexto. Para isso, foram escolhidas regras que representavam grandes variacoes
das varidveis em cada contexto e que mantinham o nimero de varidveis menor que o nimero

de equacgdes.
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4 Inosina

Neste capitulo, serd abordada a aplicacdo do modelo PB as sequéncias de RNA com
pelo menos uma modifica¢do de inosina; os procedimentos de minimizag@o para obtenc¢do dos

parametros e concluindo com a discussdo dos resultados obtidos.

4.1 Introducao

Virios estudos [35, 38, 40, 56-60] ja foram conduzidos para obtencdo de parametros
termodindmicos para inosina em RNA. Apesar disso, 0 modelo NN usado nesses estudos nao
descreve as intera¢des intramoleculares como as liga¢des de hidrogénio e interacdes de stac-
king. Neste capitulo, descrevemos os procedimentos e os pardmetros obtidos para inosina em
RNA no modelo Peyrard-Bishop. Foram estudados os pares IC, IG, II e IU, incluindo IC e IU
tandem [35, 38, 59]. Infelizmente, dados publicos de melting para RNA com bases modificadas
sdo muito limitados. Dessa forma, ndo foi possivel explorar todos os pareamentos e contextos

possiveis.

4.2 Procedimentos de minimizacao

Neste trabalho, foram utilizados dados publicados de temperaturas de melting com as
mesmas condi¢des experimentais (NaCl 1 M, cacodilato de s6dio 20 mM, Na2EDTA 0,5 mM,
pH 7.0 e concentragao de oligonucleotideos de 100 ¢ M), dos quais obtivemos 71 sequéncias [35,
38, 59] contendo IC (30 sequéncias), IG (9 sequéncias), II (5 sequéncias) e IU (27 sequéncias),
incluindo sequéncias IU e IC tandem, ver Tabela A.1, no Apéndice A. As sequéncias foram
divididas em pares unicos IC, IG, II e IU, quando sdo nao-tandem, podendo haver mais de
uma modificacdo na sequéncia; IC e IU tandem, quando ha duas modificagcdes consecutivas; e,

posteriormente, divididas em grupos de acordo com a base com a qual fazem par.

Os procedimentos de minimizac¢do foram conduzidos para obter parimetros de poten-
cial de Morse (D) e potencial harmdnico (k), ligacdes de hidrogénio e de interacdo de stac-
king, respectivamente, para inosina em RNA. O conjunto de dados foi dividido em quatro
principais grupos, um para cada pareamento IC, IG, II e IU. A implementacdo computacio-
nal VarGibbs [65] para o modelo NN foi utilizado para produzir temperaturas de melting para
sequéncias candnicas de referéncia. As sequéncias de referéncia foram produzidas substituindo
a I por seu equivalente canonico. As sequéncias de referéncia para o par IG foram produzidas
substituindo o par GI pelo par GC. Duas sequéncias de referéncia foram produzidas para os
pares I, uma substituindo o par II por AU e a outra por GC. A escolha da referéncia para IG e II
se deve a falta de uma parametrizacio canonica para o mismatch equivalente. A lista completa

de sequéncias de referéncia € mostrada na Tabela A.2.
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As minimizacdes foram feitas a partir de um valor inicial padrdo para os parametros
(D = 38.0 meV, k = 2.5 eV/nm?*e A\, = 0.29 nm) para a primeira rodada de minimizagdo.
O valor de )\, foi mantido fixo em todas as minimiza¢des. Em cada rodada de minimizag#o,
foi utilizada uma randomizacido dos pardmetros iniciais de 20%. A estabilidade da inosina
na fita é fortemente dependente do contexto, em especial, a inosina na posicao terminal da
fita [35, 38]. Os contextos interno e terminal foram considerados para o pareamento C e U,
durante as minimizacdes, IC’ e TU! para internos e IC* e IU* para terminais. Também foi
possivel identificar e analisar contextos para o qual o par interno IU reduz a estabilidade do

duplexo quando comparado com outros contextos para IU.

A cada rodada global foram realizadas 100 minimizagdes locais e o resultado final de
parametros € a média dos 20 melhores resultados. As minimizagdes locais foram realizadas
até que a diferenca de y? entre dois passos locais seja menor que 0.1 °C2. As rodadas globais
conduzidas apds a primeira rodada utilizaram como parametros iniciais os resultados da rodada
anterior. Minimizacdes globais foram conduzidas até que ndo houvesse melhora significativa
no valor de y? que é utilizado como um paridmetro de controle de qualidade para cada rodada

de minimizacao, ver Tabela 4.1.

Tabela 4.1

Valor de x? para cada grupo e em cada rodada de minimizago.

Progressio de y? (°C?)

Rounds Interno/Terminal Tandem
IC U IG 1 |IUf ICT
rl 135 442 37 145| 38 34
r2 133 441 37 144 | 3.6 33
r3 133 166 37 145 - 32
r4 132 166 3.7 - - 32
r5 - 16.5 - - - -

421 GrupolIC

Os parametros IC foram divididos em grupos de contexto para interacdes internas e
terminais, IC! e IC*, respectivamente. Sequéncias tandem foram minimizadas separadamente

levando em conta a dependéncia de contexto, ICT.

Rodadas interno e terminal Quatro rodadas foram conduzidas para esse grupo. A partir
da terceira rodada a randomizagdo dos valores iniciais foi modificada de 20% para 10%, uma

vez que o valor de y? estava se aproximando do minimo.

Rodada tandem As sequéncias IC' tandem foram minimizadas em quatro rodadas. Os

parametros iniciais utilizados na primeira rodada foram os resultados obtidos na tltima rodada
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de internos e terminais. Consideramos que os parametros de harmdnico para vizinhos nao-
tandem sdo iguais, € ndo variam, aos pardmetros obtidos na minimizacao interna, por exemplo,
os vizinhos CGpIC! e CGpIC*. A partir da terceira rodada utilizamos a randomizagdo inicial

de parametros de 10%, devido ao valor de x? estar proximo do minimo.

42.2 GrupolG

Neste grupo, nenhuma regra de contexto foi utilizada. O resultado final foi obtido em
trés rodadas de minimizacdo. Além disso, apenas IG internos foram minimizados, pois nao ha

pares terminais ou tandem nesse grupo.

4.2.3 Grupoll

Neste grupo, nenhuma regra de contexto foi utilizada. Além disso, apenas II internos
foram minimizados, pois ndo hé pares terminais ou tandem nesse grupo. Trés rodadas foram

feitas para esse grupo.

424 GrupolU

Rodada interno e terminal Os parimetros IU foram divididos em dois grupos conside-
rando inteiros e terminais, U’ e TU*, respectivamente. Sequéncias tandem foram minimizadas
separadamente, como no grupo IC. Duas rodadas principais foram feitas considerando apenas o
contexto interno e terminal. A partir desses resultados, realizamos um estudo de contexto para

o pareamento IU.

Rodada de separacao dos contextos internos Apés a rodada interno e terminal foi
identificada a necessidade de realizar estudos de dependéncia do contexto. Este grupo de
minimizacdes incorpora a regra de contexto para os pares internos. Os contextos utilizados
sdao apresentados na Tabela A.3, no Apéndice A. Trés rodadas de minimizacdo foram feitas
utilizando todas as sequéncias. A primeira rodada desse grupo utilizou resultados obtidos na
rodada de contextos interno e terminal como parametros iniciais. Os pardmetros utilizados sao

apresentados na Tabela A.6, no Apéndice A.

Rodada tandem Duas rodadas foram realizadas para esse grupo. Apenas os parametros de
stacking, TUpUI, TUpIU e UlplIU foram minimizados. Utilizamos os pardmetros IUZ, obtidos a

partir do grupo anterior, como parametros iniciais para a minimizagao.
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4.2.5 Desvio padrao

Uma ultima rodada foi realizada para cada grupo a fim de determinar os valores do
desvio padrdo. Nesta rodada, foram realizadas 100 minimizagdes. Como nenhum erro expe-
rimental foi fornecido para o conjunto de dados utilizados neste trabalho, consideramos que o
erro experimental das medigdes de T, € aproximadamente +0, 5°C'. Cada minimizagao utilizou
uma randomizag@o do conjunto de dados de 7;,, em +0,5°C' e nenhuma randomizacao inicial
para os parametros de entrada. Este procedimento nos permite simular varios cendrios experi-
mentais, cada minimizagdo ajusta ligeiramente os pardmetros para o novo conjunto de dados. A
média final e o desvio padrdo, para cada parametro, foram obtidos a partir dos resultados desta

rodada.

4.3 Resultados

Parametros de ligacdo de hidrogénio e de stacking, respectivamente, potenciais de Morse
e harmdnico, foram obtidos a partir de resultados de melting de 71 sequéncias de RNA contendo
pares IC, IG, II e IU, incluindo IC e IU tandem. A escolha inicial de parametros foi feita consi-
derando que a inosina forma duas liga¢cdes de hidrogénio com as bases as quais se liga. Para isso,
foi utilizado o parametro de Morse do par AU. Os resultados obtidos na minimizagao estao de
acordo com os resultados experimentais disponiveis. A comparacdo entre os resultados predi-
tos pelo modelo Peyrard-Bishop e os resultados experimentais € mostrada na Tabela A.1. Além
disso, consideramos o contexto ao redor da inosina uma vez, que seu comportamento ¢ depen-
dente do ambiente da sequéncia [35-38]. Os resultados finais da minimizagao sdo apresentados
nas Tabelas A.4 e A.5, no Apéndice A.

Os resultados do modelo PB apontam para uma alta instabilidade dos pares IU internos,
IUA e TU®, sendo consideravelmente mais instdvel que os pares AU e GU, concordando com
outros estudos [35, 56, 73], ver Figuras 4.1 e 4.2 e Tabelas A.1, A.4 e A.5, no Apéndice A. I e
G sdo bases muito similares estruturalmente, com excecao do grupo N2-amino em G. Ambas
ligacdes de hidrogénio dos pares GU e IU sd@o deslocadas em relacdo as ligacdes do par AU.
Ao invés da ligacdo N6-amino de A para O4-carbonila de U e N1 de A para N3-imino de U,
ocorre O6-carbonila de I (ou G) para N3-imino de IU e N1-imino de I (ou G) para O2-carbonila
de U [35]. A ligacdo de hidrogénio interna mais fraca dos pares IU pode ser explicada pelas
mudangas conformacionais da geometria da ligacdo [39] e sua similaridade com potencial de
Morse para GU com uma ligac@o de hidrogénio [73] sugere que na maioria dos casos o par [U
interno possui apenas uma ligacdo de hidrogénio. A contribuicdo dos pares U para a estabili-
dade da sequéncia € na média 2 kcal/mol a menos que pares GU nas mesmas posi¢des [35], o
que € consistente com a perda de uma ligacdo de hidrogénio. Esse valor também foi utilizado
para avaliar contextos internos do par IU. Outras varidveis podem ser responsaveis pelo valor

reduzido do Morse de IU’, como hidratagio e a diferenga eletrostitica entre I e G devido ao
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grupo 2-amino [35].

E possivel que a inosina também afete toda a estrutura tridimensional e eletrénica da
fita dupla, alterando de forma significativa parametros de Morse e stacking dos seus vizinhos
proximos. Esta possivel influéncia da inosina nos parametros de seus vizinhos ndo seria de-
tectavel pelos modelos NN e PB, podendo introduzir vieses no resultado final da minimizacao.
Nao foram encontradas, nem na literatura nem em nossa andlise, evidéncias que suportem essa
hipdtese. A unica diferenca entre [ e G € o grupo N2-amino, que contribui para a eletronega-
tividade da base. E possivel que a falta desse grupo induza uma redistribuigéo eletrénica da
fita. Isso poderia levar a uma variacao dos parametros de Morse e stacking dos outros pares da
sequéncia, principalmente nos primeiros e segundos vizinhos da inosina. Se essa redistribui¢do

ocorresse, ela seria mais influente em sequéncias pequenas, como as utilizadas nesse estudo.

O contexto IU terminal, IU*, por sua vez, apresenta altos valores para os potenciais
de Morse e harmonicos, contribuindo com maior estabilidade que os pares AU e GU, sendo
condizente com outros estudos [35, 73]. Além disso, identificamos uma regra de contexto para
os pares IU internos, IU4 e IUZ, que diferem entre suas contribuicdes para a estabilidade da
fita. A separagcdo de contextos internos demonstra a importincia do contexto de sequéncias
contendo inosina. Apesar da pouca diferenca na contribuicdo dos parametros de Morse, os

contextos internos apresentam grandes diferencas entre os dois conjuntos.

Apenas quatro sequéncias com IUT foram analisadas, por esse motivo, realizamos a
minimizagdo utilizando os resultados obtidos para IUPa fim de obter apenas os parametros de
stacking. Obtivemos parametros de stacking para os vizinhos IUpIU*, UIfpIUt e IUTpUI'. Os

resultados sugerem que esses vizinhos desestabilizam o duplexo.

Os pares IC apresentam resultados similares aos ja observados [38, 56], sendo menos
estavel que um par GC e energeticamente equivalente aos pares GU [56, 73]. Os resultados
apontam que o potencial de Morse dos pares IC! é mais fraco quando comparado ao candnico
AU. Por outro lado, pares IC* possui um potencial mais fraco que o candnico GU e similar ao par
GU terminal [73], ver Figura 4.1. Os pares IC tandem sdo menos estaveis que pares GC tandem
e sdo similares as modificagdes ndo tandem, em concordancia com outras evidéncias [38]. Além
disso, foi observado que os vizinhos CI' pCIfcontribuem de forma mais forte para a estabilidade
com um valor de harmdnico mais elevado do que os vizinhos CI' pICfe ICT pCI', ver Figura 4.2
e Tabela A.5, no Apéndice A.

Os efeitos terminais da inosina foram reportados previamente [35, 38]. O aumento da
estabilidade do par IU* foi atribuida a flexibilidade conformacional, que poderia permitir que
o par U assumisse conformacdes mais estdveis que ndo sdo acessiveis em contextos internos,
IUA e TUP [35]. Os resultados da minimizacdo sugerem que os pares IU contribuem com
apenas uma ligacdo de hidrogénio a menos que o par AU e que a maior estabilidade dos con-

textos terminais pode ser atribuida a restauragc@o dessa ligacdo. A estabilidade mais elevada
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Figura 4.1
Potencial de Morse calculado para os pares IU, IC e IG em duplexo de RNA. Pardmetros dos pares GUW
(Weak), GUM (Medium) e GU® (Strong) retirados de Ref. [73].

do par IC* também ¢ atribuida a flexibilidade conformacional [38]. Nesse caso, a variacao
nao pode ser atribuida ao ganho de uma ligacdo de hidrogénio, mas sim a um fortalecimento
das ligacOes existentes. Observamos valores de harmonicos elevados para vizinhos terminais
AUpIC*, AUpCTI*, AUplU*e AUpUI*. Essas configuracdes podem ser utilizadas para fim de es-
tabilizar primers de RNA degenerados. Os valores de harmdnico, na maioria dos casos, tendem

a ser mais altos quando na vizinhanga de pares GC, ver Tabela A.5, no Apéndice A.

Os pares 1G e II sao muito similares e contribuem fracamente para estabilizar o duplexo,
em concordancia com estudos experimentais [59]. Par@metros para a ligacio de hidrogénio dos
pares IG sdo mais fracos que IU?, sugerindo que IG também possui apenas uma ligacdo de
hidrogénio. O par II, por sua vez, apresenta um Morse aproximadamente trinta vezes menor
que o par IG, o que também sugere apenas uma ligacdo de hidrogénio. Em geral, parametros
de stacking dos pares IG e II também sdo menores que outros pares de inosina, o que também
contribui para maior instabilidade do duplexo, ver Figuras 4.1 e 4.2 e Tabelas A.4 e A.5, no
Apéndice A.

4.4 Inosina em DNA e RNA

Parametros do modelo PB j4 foram obtidos para inosina em DNA em um trabalho
similar [49], ver Tabela 4.2. Nesse trabalho, foram analisadas 97 sequéncias de DNA com
modificacdo de inosina [48, 50, 51]. Antes de compararmos os dois estudos para cada tipo de

oligonucleotideo, precisamos considerar as principais diferencgas entre os estudos. O nimero
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de sequéncias e contextos disponiveis para cada pareamento difere de forma considerdvel entre
os estudos. Assim, é possivel que cada um dos estudos possua vieses especificos associados a
variaveis, como os contextos disponiveis e o tamanho das sequéncias. Outra diferenca que deve
ser considerada € a maior estabilidade do duplexo de DNA relativamente ao de RNA [2]. Isso se
deve a menor reatividade da desoxirribose, permitindo que os pares estabelecam e mantenham
conformagdes mais estaveis. O estudo da inosina em RNA também contou com anélise de con-
textos, separando intera¢des internas e terminais para os pares IC e IU, o que nao foi possivel
no estudo feito por Maximiano and Weber [49]. Por esses motivos, a comparagdo apresentada

aqui € apenas qualitativa.

Inicialmente, iremos comparar os pares IC, IU e IT, pois sdo um pareamento do tipo
purina-pirimidina, sendo os mais pré6ximos dos canénicos AU, AT, CG. O par IC interno é o que
apresenta potencial de Morse mais similar entre DNA e RNA, sugerindo que esse par estabiliza
o duplexo com duas liga¢des de hidrogénio e em conformagdes similares em ambos 0s casos.
Os pares IU em RNA e IT em DNA diferem, principalmente, pelo grupo C5-metil presente
na timina. Esse grupo permite interacdes mais intensas com os pares vizinhos, discutiremos
isso mais profundamente no capitulo 5. Existe uma grande diferenca entre os parametros de
Morse de IT e IU. O baixo valor de Morse de IU indica que esse par possui uma ligagcdo de
hidrogénio a menos que o par IT. Os pares IG e II sdo os que apresentam as maiores diferengas
entre os estudos. Os parametros de Morse para esses pares obtidos neste trabalho sugerem
que eles ndao formam liga¢des de hidrogénio ou formam ligacdes muito fracas em RNA. O
niimero de dados de melting para sequéncias de RNA com estes pares é o menor disponivel
no conjunto utilizado para as minimizacdes realizadas, de tal forma, que é possivel que exista
uma grande influéncia de contexto nas sequéncias estudadas. Nao foi possivel encontrar dados
publicados de resultados experimentais de 7, para o par IA em RNA. Dessa forma, nédo é
possivel estabelecer uma comparacio entre os resultados. E possivel, no entanto, estimar que
esse par se deva comportar de forma similar aos pares II e IG devido ao fato de os trés serem
mismatches do tipo pirimidina-pirimidina.

Tabela 4.2
Parametros para o potencial de Morse para inosina em DNA. Dados retirados de Ref. [49].

Potencial de Morse para Inosina em DNA (meV)
1A IC IG IT II
31(4) 34(2) 38(2) 29(5) 24(5)

A inosina em DNA possui a capacidade de estabelecer ligacdes estdveis e com contribui-
coes de estabilidade similares ao par AU com todas as bases candnicas A, C, Ge T [48, 50, 51],
o que € reforcado pelos resultados de Maximiano and Weber [49]. E geralmente encontrada
na forma livre, desoxiinosina (dI), atuando como uma molécula central na sintese e degradacao
de purinas [27]. Pode ser incorporada de forma errénea, com baixa taxa de ocorréncia, no

DNA nuclear dos eucariontes, sendo rapidamente reconhecida e removida pelos mecanismos
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de reparo, por meio de enzimas como reparo de excis@o de base (base excision repair, BER) e
endonuclease V [27, 47]. Apesar da alta afinidade da inosina em DNA, geralmente, ela € in-
corporada no duplexo em oposi¢cdo a uma citosina [47]. IC possui uma ligacdo de hidrogénio a
menos que GC promovendo aberturas da fita e podendo levar a alteragdes nos sitios de reconhe-
cimento de proteinas que se ligam em DNA [47]. Isso pode tanto viabilizar quanto inviabilizar
as ligacdes DNA-proteina em uma determinada regido gendmica, potencialmente afetando a ex-
pressdo génica. Nao encontramos nenhum estudo sobre como a inosina € reconhecida durante o
processo de transcricdo. No entanto, os resultados apresentados por Maximiano and Weber [49]
sugerem que durante a transcricdo pode ser reconhecida como qualquer uma das quatro bases
candnicas. Essa possibilidade implicaria que a transcri¢ao de uma sequéncia de DNA modifi-
cada com I poderia resultar em 4" transcritos, onde n é a quantidade de inosinas presentes na
sequéncia. Sao necessarios mais estudos para determinar se realmente é possivel a transcricao
de sequéncias de DNA contendo inosina em contextos biolégicos e como se da a codificacao
da informacdo nesses casos. No RNA, por sua vez, a inosina apresenta uma menor afinidade se
ligando, preferencialmente, as bases C e U. E uma modificacao essencial, como j4 foi discutido,
podendo ser interpretada durante a tradugao de forma majoritaria como uma guanina e em me-
nor escala como uma adenina, sendo um mecanismo de variabilidade genética. A ocorréncia da
inosina em DNA ¢ rapidamente corrigida por mecanismos celulares de corre¢do, por outro lado,
em RNA, é uma modificagdo abundante [47]. Podemos levantar a hipétese de que as diferencas
entre os pareamentos mais favoraveis para a inosina em DNA, quando comparados aos de RNA,
sejam um dos fatores para a ocorréncia dessa base ser evolutivamente preservada em RNA, ao

mesmo tempo que € descartada no DNA.

4.5 Perfis de abertura e contextos bioldgicos

Os parametros obtidos foram utilizados para calcular os chamados perfis de abertura.
Os perfis de abertura sdo as distancias médias (y,), na direcdo da ligagdo de hidrogénio, entre
duas bases de um par. Assim, é possivel estudar de forma qualitativa a influéncia da inosina em

diferentes duplexos e seu impacto na estrutura e seus papéis bioldgicos.

A modificagdo nao sindnima de inosina em mRNA foi associada com preeclampsia se-
vera precoce quando ocorre na posi¢do 49360951 do cromossomo 3 (chr3:49360951) do gene
Membro da Familia Homdloga Ras A (Ras Homolog Family Member A, RHOA) e foi identi-
ficado como danosa a proteina pelo software Sorting Intolerant from Tolerant (SIFT) [74]. A
traducdo nao sindnima nessa posi¢do altera o cédon UAC, que codifica tirosina, para um cédon
UIC, que codifica cisteina. Apesar do mRNA ser mais comumente encontrado na conformagao
de fita simples, existem mecanismos de degradacdo como, RISC, que dependem da hibridizacao
de alvos de mRNA com miRNA e siRNA [75]. Na Figura 4.3, vemos o comportamento da

modificacdo em um duplexo de mRNA do gene RHOA com uma distincia de 10 pb da posi¢ao
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chr3:49360951, uma sequéncia de 21 pb, similar a um siRNA. Observa-se que o par IU introduz
uma grande abertura interna na regiao modificada do duplexo, enquanto o par IC apresenta uma
abertura pequena e nao muito diferente da abertura do par AU. A instabilidade produzida pela
inosina quando pareada com U pode permitir que sequéncias modificadas escapem do RISC e
outros mecanismos regulatorios, possibilitando uma expressao ainda maior das proteinas mo-
dificadas. Por outro lado, o pareamento IC poderia ser aplicado como uma ferramenta para a
hibridizag¢do dessa regido em terapias baseadas em miRNA e siRNA para o tratamento desse
tipo de condi¢do. O modelo PB foi utilizado para predizer temperaturas de melting da interagao
de um duplexo com 7 pb na regido chr3:49360951, ver Tabela 4.3.

Tabela 4.3

Temperatura de melting Tpeq. predita para sequéncias ndo modificadas e modificadas em uma
hibridizacdo de RNA de 7 pares de bases do gene RHOA na posicdo chr3:49360951. Cilculo reali-

zado para concentracdo da solucdo de 1000 M e concentragdo das fitas de 100 M. A base alterada esta
em negrito.

Sequéncias 5" — 3/ /3" = 5" Tpeq. (°C)

GUUACAG/CAAUGUC 41.1
GUUGCAG/CAACGUC 50.9
GUUICAG/CAACGUC 355
GUUICAG/CAAUGUC 23.5

A inosina pode ser interpretada como A, G ou U durante a traducao e pode induzir a pa-
rada do ribossomo [23]. A fim de estudar a traducdo de sequéncias modificadas, consideramos
que durante o processo de tradu¢do a intera¢do cédon-anticédon se comporta como dsRNA. O
perfil de abertura do c6don modificado UIC do RHOA destaca a disrup¢do da interagdo cau-
sada pelos pares IU internos, ver Figura 4.4. Além disso, esse cddon causa parada ribossomal
com uma taxa de 5% [23]. Pares IC também introduzem instabilidade, no entanto, possuem
uma interacdo mais forte, sendo suficiente para favorecer a ligacdo com o tRNA ACG permi-
tindo a ocorréncia da tradu¢do ndo sindnima. Apesar de nesse caso a modificagdo introduzir
instabilidade e permitir traducdes ndo sindnimas, ela também pode introduzir estabilidade e
ser traduzida tanto de forma sin6nima quanto ndo sinénima [23]. Em especial, em contextos

terminais nos quais a inosina possui um valor mais alto de Morse.

Inosina na posicdo terminal possui uma taxa menor de parada ribossomal [23], exceto
no caso UUIL Os parametros PB obtidos neste trabalho também foram utilizados para anali-
sar abertura de alguns cédons contendo modificacdo e suas taxas de parada associadas [23],
ver Figura 4.4 e Tabela 4.4. A maioria das diferencas nas taxas de parada ribossomal pode
ser explicada pelas diferengas nas intera¢des internas e terminais, e a abertura média da se¢do
codon-anticddon também parece influenciar esse processo.O trimero UUI possui um comporta-
mento atipico, quando comparado com outros trimeros estudados por Licht et al. [23]. Apesar

de nesse cddon pares IU e IC serem mais fortes que AU, ele possui uma taxa de parada de 49%.
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Figura 4.3

Perfil de abertura de duplexos de mRNA do gene RHOA com e sem modificagdes, flanqueados por 10
pares de bases em ambos os lados, na posi¢do chr3:49360951. Destacando a sequéncia com pareamentos
a) IU (preto), pareamento IC (vermelho) e canonico AU (azul), b) IC tandem (preto), ¢) IG (preto).
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Perfil de abertura para alguns cédons com e sem a modificagdo. Pareamento de inosina com U (azul) e
C (vermelho) e c6don com pareamento candnico AU (preto).
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Esse comportamento ndo € esperado e sugere que a abertura c6don-anticédon nao ¢ suficiente

para explicar completamente a parada ribossomal induzida pela modificagao.

Tabela 4.4
Abertura média de c6dons contendo uma inosina, onde Tx significa “taxa”.

Aberturas dos codons

Cédons  Abertura média (A) | Tx parada | Tx sindnima
IC 1IU AU

UIC 89 17.6 4.6 5% -
IAC 1.9 3.6 54 1% 25%
ICA 20 3.6 4.9 3% 2%
AlA 143 102 3.7 7% -

UUI 50 75 9.2 49% -

O cédon IAC possui uma taxa de traducdo sindnima de 25% [23], ver Figura 4.4.
Quando comparado com o cddon ICA (taxa de traducdo sindnima de 1%), ambos os c6dons
sao similares com taxas de parada similares e seus perfis de abertura ndo diferem muito. A ino-
sina em ambos os casos cumpre um papel estabilizador para o cédon, apresentando perfis muito
parecidos. No entanto, o c6don IAC € mais fortemente estabilizado pela modificagdo do que o
codon ICA. As diferencas nos perfis de abertura surgem da diferenca entre as contribui¢des dos
vizinhos AUpCG quando comparados com os vizinhos CGpAU e também do menor potencial

de Morse do par AU ao invés do GC na terceira posicao do cdédon.

4.6 Conclusao

O modelo PB foi utilizado para obter pardmetros de interacdo para inosina em sequéncias
de RNA. Foram analisadas 71 sequéncias contendo inosina ligada com as bases C, G, I e U, in-
cluindo pares tandem [35, 38, 59]. Observou-se que a inosina é capaz de estabilizar duplexos
de RNA, no entanto, na maioria dos casos, essa base vai induzir instabilidade na sequéncia.
Apesar de vizinhos GC aumentarem a contribui¢do da inosina para a estabilidade, pares con-
tendo inosina serdo menos estaveis que suas contrapartes candnicas, exceto no caso terminal.
Além disso, mostramos que a contribuicio da inosina € dependente do contexto. Os parametros
obtidos e apresentados aqui permitem uma visao qualitativa de sua funcao bioldgica, como o
comportamento de cddons modificados de sequéncias de mRNA em nivel celular. Os resulta-
dos apresentados aqui podem ser aplicados para melhorar técnicas moleculares, como design de
primers de PCR e terapias baseadas em mRNA. No entanto, ainda faltam contextos completos

de vizinhanga e emparelhamento que possam estender esta investigacao termodindmica.
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5 Pseudouridina

Neste capitulo, serd abordada a aplicagao do modelo PB as sequéncias de RNA com uma
modificacio de pseudouridina; os procedimentos de minimizacao para obtencao dos parametros

e concluindo com a discussao dos resultados obtidos.

5.1 Introducao

As contribuicdes de estabilidade da pseudouridina (V) para o duplexo de RNA ja foram
avaliadas utilizando o modelo NN e modelos de mecénica quantica/mecanica molecular (quan-
tum mechanics/molecular mechanics, QM/MM) [76-78]. Dutta et al. [31] estudou interacdes
intramoleculares de N1-metilpseudouridina (m'¥) em RNA através de modelos QM/MM. O
modelo NN nao descreve de forma satisfatdria as interagdes intramoleculares dos pares e seus
vizinhos e seus parametros fornecem pouca informacdo sobre a estrutura do duplexo. Mode-
los de QM/MM sao capazes de avaliar as interagdes intramoleculares, mas seus resultados sao
muito dependentes da parametrizagdo utilizada nos campos de forca de cada software. Apesar
de confiaveis para predicao estrutural e representacao das interagdes intramoleculares, os mode-
los de QM/MM, geralmente, sdo baseados apenas em calculos computacionais, sem capacidade
de comparagdo direta com resultados experimentais, o que ndao permite analise de contextos
nem a predi¢cao de 7},,. O modelo PB permite obter informacdes acerca das interagdes intramo-
leculares, a predicao de temperaturas de melting, andlise de contextos e o estudo da estrutura de
duplexos com modifica¢des. Foram realizados protocolos para obtengdo de parametrizacdo dos
pares VA, m' WA, UG, UC e WU.

5.2 Procedimentos de minimizacao

A fim de obter pardmetros de Morse (D) e de stacking (k) para pseudouridina e N1-
metilpseudouridina em RNA, foram utilizados procedimentos similares aos usados para inosina.
Foram coletados dados publicados de temperaturas de melting com as mesmas condi¢des expe-
rimentais (NaCl 1 M, cacodilato de s6dio 20 mM, Na2EDTA 0,5 mM, pH 7,0 e concentracao
de oligonucleotideos de 100 ;+ M) dos quais obtivemos 41 sequéncias [77, 78] contendo o par
WA (29 sequéncias) e os mismatches VC (3), UG (6) e YU (3), ver Tabela B.1, no Apéndice B.
Dados experimentais de melting para sequéncias contendo N1-metilpseudouridina foram ob-
tidos em colaboracdo com o KAS Group, liderado pela Profa. Astakhova. Foram produzidas
9 sequéncias de m'WA para as quais foram obtidas temperaturas de melting. As tempera-
turas de melting para essas sequéncias foram calculadas utilizando a mesma concentragdo de
solucdo das temperaturas publicadas. Os experimentos foram realizados em duas concentracdes

de nucleotideos, 5 e 10uM, e as minimizagdes foram realizadas para cada concentragcdo. As
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sequéncias foram divididas em cinco grupos, VA e WC, UG, WU e m!WA. Temperaturas de
melting para sequéncias candnicas equivalentes de referéncia para cada grupo foram produzi-
das utilizando o modelo NN. As sequéncias de referéncia para os grupos WA e m*WA foram
produzidas substituindo a modificagao por uridina. Nos grupos WC, WG e WU, as sequéncias de
referéncia foram obtidas substituindo os pares por um par CG. Resultados experimentais obtidos
por Kierzek et al. [77] para sequéncias candnicas, com o par AU substituindo a modificagdo,
também foram usadas como referéncia quando possivel. A lista completa de sequéncias de

referéncia utilizadas € apresentada na Tabela B.2, no Apéndice B.

As minimizag¢des foram feitas a partir do conjunto padrao de parametros (D = 38.0 meV/,

k =25 eV/nm?* e N\, = 0.29 nm) para a primeira rodada de minimizagdo. O valor de )\, foi
mantido constante em todas as minimizac¢des. Para cada rodada de minimizacao, foi utilizada
uma randomizacao dos parametros iniciais de 20%. A cada rodada global foram realizadas 100
minimizagdes locais e o resultado final de parametros € a média dos 20 melhores resultados. As
rodadas globais conduzidas ap6s a primeira utilizaram como pardmetros iniciais os resultados
da rodada anterior. Minimizacdes locais foram realizadas até que a diferenca do x? entre dois
passos locais seja menor que 0.1 °C2. Minimizac¢des globais foram conduzidas até que nio
houvesse melhora significativa no valor de x?, ver Tabela 5.1.

Tabela 5.1

O valor de x? em cada rodada de minimizacdo para cada grupo contendo pseudouridina. a) grupo WA
com separacio de contexto interno W' A e terminal U*A.

Progressio de y? (°C?)
Rounds VA TA* m!UA vC vG YU

rl 2287 106.2 429 0.009 22.7 0.007
2 1849 103.6 49.1 0.01 22.7 0.013
3 179.6 1025 189 8.0-1077 22.7 0.0001
4 - - - - 4.0 -
S - - - - 4.2 -

5.3 Design das sequéncias de N1-metilpseudouridina

As sequéncias de N1-metilpseudouridina e os experimentos de melting utilizados neste
estudo foram produzidas pelo KAS Group. Foram produzidas 9 sequéncias de 7 nucleotideos
com uma m! W central, com contetido GC e concentracdes similares as utilizadas em Hudson
et al. [78]. Com objetivo de avaliar de forma mais eficiente os contextos, escolhemos o trimero
central como X(m'P)Y, com X e Y podendo ser A, C, G ou U. Os trimeros foram escolhidos
de forma que nao houvesse sequéncias com trimeros repetidos. Dessa forma, fomos capazes
de pelo menos duas sequéncias representantes de cada pardmetro necessario para minimizagao,

assim evitamos o problema descrito na secao 3.5.
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5.3.1 Grupo VA sem contexto

Trés rodadas de minimizagdo foram realizadas para esse grupo. Nesse grupo nao foi

utilizado separagdes de contexto.

Grupo VYA com contextos interno e terminal Trés rodadas de minimizagdo foram rea-
lizadas para esse grupo. Essa linha de minimizacdo utilizou as regras de contextos para separar

as varidveis em dois grupos, terminal e interno, V*A e UlA, respectivamente.

Grupo m' WA Neste grupo, nenhuma regra de contexto foi utilizada. Para cada concentragio,

trés rodadas foram realizadas.

Grupo VG Cinco rodadas de minimizagéo foram realizadas para esse grupo. Neste grupo,
haviam mais parametros a serem minimizados do que sequéncias disponiveis. Além disso, as
sequéncias eram muito poucas para realizar adequadamente a separagdo por contexto. Dessa
forma, os pardmetros de stacking dos vizinhos AUpGV e AUpY G, CGpGVY e CGpYG, GCpGY
e GCpV¥G foram associados, sendo variados em conjunto durante o processo de minimizagao,
como explicado na secdo 3.5. A partir da quarta rodada, os pardmetros associados foram per-
mitidos variarem separadamente, enquanto os pardmetros de Morse WG e de stacking para os
vizinhos GUpAU e UApGV foram mantidos fixos. A quinta e ultima rodada utilizou os resul-

tados da quarta rodada como parametros iniciais.

Grupo VC e Grupo VU Esses grupos foram minimizados separadamente, mas pela simi-
laridade dos dados foram utilizados o mesmos procedimentos. Trés rodadas de minimizagao
foram realizadas para esses grupos. Nestes grupos, as sequéncias contendo as varidveis YC e

VU foram minimizadas.

5.3.2 Desvio padrao

O desvio padrdo de cada grupo ¥ foi determinado de forma similar ao apresentado
na secdo 4.2.5. Uma rodada extra de minimizacdo foi realizada para cada grupo, exceto o
grupo UG. Nesta rodada, foram realizadas 100 minimiza¢des. Nenhum erro experimental foi
fornecido para o conjunto de dados utilizados neste trabalho. Entdao, em cada minimizacao foi
utilizada uma randomizag@o do conjunto de dados de 7},, em 0, 5°C' e nenhuma randomizagao
inicial para os parametros de entrada. A média final e o desvio padrdo, de cada parametro,

foram obtidos a partir dos resultados desta rodada.

Devido a associagao dos parametros, duas rodadas foram necessdrias para obtermos o

desvio padrdo para os parimetros do grupo WG. Apenas os parametros de stacking AUpGV,
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Figura 5.1
Potencial de Morse calculado para os pares WA, VC, UG, YU e m!TA em um duplexo de RNA.
Parimetros dos pares GUW (Weak), GUM (Medium) e GU® (Strong) retirados de Ref. [73].

AUpYG, CGpGY, CGpYG, GCpGY e GCp¥G foram minimizados na primeira rodada. Os
parametros restantes, Morse VG e stacking GUpAU e UApGVY, foram minimizados a partir dos

resultados da primeira rodada.

5.4 Resultados

Obtivemos paradmetros para o potencial de Morse e harmdnico para pseudouridina e
N1-pseudouridina a partir de resultados experimentais de melting de 50 sequéncias de RNA
contendo os pares WA, m' WA, UC, ¥G e WU. A comparagio entre os resultados preditos pelo
modelo Peyrard-Bishop e os resultados experimentais € mostrado na Tabela B.1, no Apéndice B.
Os resultados finais da minimizacdo sdao apresentados nas Figuras 5.1 e 5.3. Os parametros
apresentados para m'W foram obtidos para concentragio de fitas de 5 M. Tabelas com os
resultados finais de todos os conjuntos de minimizagdo siao apresentadas no Apéndice B, ver
Tabelas B.1 B.4, B.5, e B.4, incluindo os resultados para m' U com concentracdo das fitas de
10 uM.

Experimentos de melting [77-79], ressonancia magnética nuclear (nuclear magnetic re-
sonance, NMR) e estudos de Dinamica Molecular (Molecular dynamics, MD) [31, 76] demons-
tram que a pseudouridina e N1-metilpseudouridina contribuem fortemente para a estabilidade
do duplexo, inclusive no caso dos mismatches. Muitos fatores parecem contribuir para a maior
estabilidade proporcionada pela pseudouridina em relacdo a uridina. A ligacdo C5-glicosideo

proporciona aumento dos angulos torcionais possiveis [22, 77], permitindo que a base assuma
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(A) (B)

Figura 5.2

Pontes de 4dgua podem agir como intermedidrias para ligacdes de hidrogé€nio. A imagem ilustra a
interagio mediada por dgua de um par m'WG: a) duas moléculas chave de dgua atuam na interagio;
b) trés moléculas de 4gua mediam a interagdo. Figura retirada de Ref. [31]

conformagdes mais estdveis sem afetar a estrutura geral do duplexo. Além disso, a pseudouri-
dina conta com um grupo imino na posi¢do N1, sendo um doador de ligacdes de hidrogénio, o
grupo metil de m' ¥ atua de forma similar [22, 31, 76, 77]. Dessa forma, a pseudouridina possui
dois doadores e dois aceptores para ligagdes de hidrogénio. Isso faz dela uma base promiscua
permitindo estabilizar duplexos pareando com outras bases além de adenina [22, 77]. Dutta
et al. [31] e Deb et al. [76] também indicam que os grupos imino de ¥ e metil de m' ¥ per-
mitem ligacdes internas com moléculas de dgua, chamadas pontes de 4gua. Nessa interacdo, a
molécula de H20 atua como um intermedidrio para ligacdes de hidrogénio, permitindo ligacdes

entre as bases que de outra forma seriam impossiveis [31, 76], ver Figura 5.2.

Os experimentos de melting [77, 78] indicam pouca diferenca energética de ligacdo en-
tre os pares WA internos e terminais, aproximadamente 0.7 kcal/mol. Esse valor indica que
ndo existem perdas ou ganhos na quantidade de ligacdes de hidrogénio desse par. E esperado
que pares em posi¢des terminais contribuam de forma mais fraca com a estabilidade da fita,
exceto no caso dos pares IC e IU, como visto no capitulo 4. Isso se deve a falta de um vizinho
que estabilize o par, proporcionando uma abertura da fita na posicao terminal. Duas linhas de
minimizacdo foram realizadas a fim de avaliar diferencas entre o contextos internos e termi-
nais. O primeiro conjunto de rodadas de minimiza¢do considera que as contribui¢cdes internas
e terminais sdo as mesmas, o segundo considera que contextos internos e terminais possuem

contribuicdes diferentes.

O conjunto sem contexto apresenta valores abaixo do par candnico AU para o potencial
de Morse e valores muito elevados para os potenciais harmonicos. Esse resultado destoa dos
resultados do modelo de proximos vizinhos obtidos por Kierzek et al. [77] e Hudson et al. [78].
O valor de x? para esse conjunto é alto em relagdo ao conjunto que utiliza a separa¢do por
contextos, ver Tabela 5.1. Dessa forma, consideramos esse resultado pouco representativo do
sistema fisico real. Por esse motivo, a partir de agora vamos discutir apenas os resultados para

o grupo com contexto. Os resultados desse grupo sao apresentados no Apéndice B.

O conjunto que utiliza regras de contexto apresenta um Morse bem elevado quando com-
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parado com o par AU. Tanto no caso terminal quanto no caso interno, as principais diferencas
sdo observadas nos parametros harmonicos. Os resultados completos sdao apresentados no
Apéndice B. Os resultados obtidos para o conjunto onde hé a separacdo de contextos sdao con-
dizentes com os resultados experimentais [77, 78] e com a presenca de duas ligacdes de hi-
drogénio para o par WA. Além disso, sdo uma melhor representacdo do sistema fisico real.
Assim, esse € considerado o resultado final e o que serd utilizado nas versdes futuras do TfReg.
Apesar dos parametros de Morse U*A e WA serem similares, os valores dos potenciais harmo-
nicos sao bem diferentes entre esses dois contextos. Isso se deve, provavelmente, ao grupo
imino, por ser um doador para ligacdes de hidrogénio, esse grupo pode competir com pares
vizinhos por seus aceptores de ligagdes de hidrogénio. Também pode ser o caso desse grupo
interagir de forma repulsiva com outros doadores. A pseudouridina no contexto terminal es-
tabiliza o duplexo de forma diferente a depender de qual ponta, 5’ ou 3/, ela estd e de seus

vizinhos.

O dimero GCpAV*, que representa um par WA na ponta 5’ com um vizinho 3’-CG, pos-
sui o dobro do valor para o potencial harmdnico do dimero equivalente a AV*pGC, WA na ponta
3’ com vizinho CG, por exemplo. Essa tendéncia se mantém para os outros pares terminais, um
par WA na ponta 5’ do duplexo contribui mais fortemente para a estabilidade do duplexo do que
o mesmo par na ponta 3. O stacking do par WA também apresentou dependéncia relativa as
bases vizinhas 5’ e 3’. Estudos de estabilidade utilizando NMR ¢ QM/MM [76] demonstram
que as intera¢des de stacking sdo estabilizadas quando U estd na posi¢ao 5’ relativa as bases A,
G e U, e quando esté na posi¢do 3’ de G. Também foi observado que a interagio de stacking ndo
¢ estabilizada quando W estd na posicdo 3’ de A, C e U, e quando estd na posi¢ao 5’ de C. Os
valores para os potenciais harmonicos obtidos aqui sdo condizentes com o que foi demonstrado
por Deb et al. [76], ver Figura 5.3.

A m!'VU tem se mostrado muito eficiente para aplicagdes biotecnolégicas, em especial,
em vacinas de mRNA [32]. Apesar disso, até o desenvolvimento deste trabalho, nenhum estudo
de melting havia sido publicado para essa modificagdo. Os tnicos estudos encontrados acerca
da estabilidade térmica da N1-metilpseudouridina sao estudos de QM/MM [31]. Temperaturas
de melting para sequéncias de RNA com m' WU foram obtidas em colabora¢do com o grupo da
Profa. Astakhova. O potencial de Morse obtido para m' ¥ é préximo, porém menor que o Morse
da pseudouridina sem metilagdo, indicando que a quantidade de liga¢des de hidrogénio € pre-
servada apds a modificagdo, em concordancia com estudos anteriores [31, 76-78]. Os valores
de stacking sofrem a maior variagio quando comparamos os pares m' WA e WA. Os resultados
indicam que a metilagdo contribui com a estabilidade dos vizinhos na posi¢do 5’ da modificacéo,
por outro lado, reduz a contribui¢io de estabilidade dos vizinhos 3’, uma tendéncia similar foi
observada por Dutta et al. [31]. Apesar disso, nossos resultados sugerem que os pares m' WA
contribuem de forma mais fraca para a estabilidade do duplexo quando comparada com pares

WA, o que entra em contradi¢do com o resultado apresentado por Dutta et al. [31]. A aparente
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Figura 5.3
Parametros de stacking para os vizinhos dos pares (a) WA, (b) m' WA, (c) ¥G e (d) UC e WU. As barras

nos pontos indicam o desvio padrao.

contradicdo entre os dois estudos pode ser explicada pela pouca amostragem experimental dis-
ponivel para m' U nesse estudo, pelas diferencas entre os modelos utilizados e por possiveis
regras de contexto ndo identificadas. Apesar disso, ambos os estudos apontam para tendéncias

similares das interacdes de ¥ e m! .

O grupo de mismatches € o que possui menor quantidade de dados de 7, experimentais.
Isso dificulta o processo de minimizacdo e pode, muitas vezes, levar a resultados que s se
aplicam as sequéncias utilizadas. Observamos valores muito elevados para os Morses WC e
WU, ver Figura 5.1. Esses valores sdo maiores do que os valores do par GC que possui trés
ligacdes de hidrogénio. Kierzek et al. [77] mostra que as contribui¢des desses pares para a
estabilidade € maior que as contribuicdes de UC e UU, mas ndo apresenta comparagcdo com o
pareamento candnico. No entanto, isso nao justifica os altos potenciais de Morse observados
neste estudo. Nesses dois grupos, apenas trés sequéncias de cada estavam disponiveis, além
disso, duas delas sao sequéncias terminais. O algoritmo de minimiza¢do ao percorrer um espago
de pardmetros com poucas varidveis converge de forma muito rdpida para minimos globais de
x2. As poucas sequéncias e a dificuldade de separar os contextos internos e terminais dessas
sequéncias podem introduzir vieses no protocolo de minimizagdo. Esse parece ser o caso para
WC e WU. Para avaliar se esse é o caso, basta a comparagdo direta com a 7, da sequéncia

andloga canonica disponivel em Kierzek et al. [77], ver Figura 5.2.
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Vemos que tanto WC quanto WU afetam muito fracamente a estabilidade da fita quando
ocorrem nas posi¢oes terminais. Por outro lado, afetam significativamente a estabilidade quando
ocorrem na posicao interna. O valor do Morse domina a equacio, sendo relevante quando se
calcula T},,. Como as quatro sequéncias com modifica¢des terminais apresentam valores muito
proximos da sequéncia candnica, a minimizacao rapidamente converge para valores muito altos
de Morse, enquanto os valores de stacking se tornam muito baixos. Nesse caso, os valores
obtidos para esses pares nao podem ser considerados como representantes do sistema fisico
real. Assim, ndo podemos tirar conclusdes sobre as interagdes desses pares € seus impactos
estruturais. Também ndo € possivel dizer se estes parametros sio suficientes para o cdlculo de

T, de outras sequéncias com os mesmos contextos das utilizadas aqui.

Tabela 5.2

Temperaturas de melting de sequéncias com WC, WU e o andlogo candnico UA.

Sequéncia 5’ — 3 /3 — 5 T,, (°C)
UCAGUCAGU/AGUCAGUCA 59.1
UCAGYCAGU/AGUCCGUCA  45.6
WCAGUCAGU/CGUCAGUCA 57.2
UCAGUCAGY/AGUCAGUCC 57.4
UCAGYCAGU/AGUCUGUCA 499
WCAGUCAGU/UGUCAGUCA 575
UCAGUCAGY/AGUCAGUCU 57.5

A minimizacdo para o par VG, apesar de também possuir poucas sequéncias, apresen-
tou resultados mais consistentes com o esperado para esse mismatch [77]. WG apresenta duas
ligacdes de hidrogénio muito similares ao par AU, sdo elas, o grupo N3-imino de ¥ com o
O6-carbonila de G e O2-carbonila de ¥ com N1 de G e N3-imino de U com N1 de A N-amino
A com O2-carbonila de U. O valor de Morse para esse par € similar ao de um par AU, porém
menor, o que € condizente com duas ligacdes de hidrogénio. Os valores de stacking também
estdo dentro do esperado. Os resultados para esse par apontam para uma contribui¢do relativa-
mente alta para a estabilidade do duplexo e pode ser uma forma de justificar a capacidade da

pseudouridina promover a supressao de cédons de parada [21].

5.5 Perfis de abertura e vacinas de mRNA

Vacinas de mRNA e outras terapias de mRNA s@o sequéncias especificas de RNA que
codificam proteinas de interesse utilizando o ribossomo da prépria célula do paciente [22, 32].
Essas técnicas utilizam ¥ e m' ¥ para reduzir a resposta imune que degrada os primers, garan-
tindo que a sintese proteica ocorra, além de proporcionar estabilidade e aumentar a eficiéncia

desses protocolos. Vacinas que utilizam W sdo mais eficientes que vacinas que utilizam ape-
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Figura 5.4

Perfil de abertura da sequéncia de mRNA utilizada por Kim et al. [32]. Perfis foram calculados para a
temperatura de 220K. Em vermelho, sequéncia sem modificagdo, em azul, sequéncia com modificagdo
U e em preto, mlv,

nas U, e vacinas que utilizam m' W sdo mais eficientes que as que utilizam ¥, como reportado
por Kim et al. [32]. Os parametros calculados aqui foram utilizados para obter perfis de abertura
de uma sequéncia de mRNA utilizada por Kim et al. [32] para estudar as diferengas bioldgicas

entre as sequéncias modificadas e ndo modificadas.

O perfil de abertura para o duplexo utilizado por Kim et al. [32] refor¢a a nocdo de
que tanto a pseudouridina quanto a N1-metilpseudouridina atuam aumentando a estabilidade da
dupla fita. Apesar disso, pouca diferenca é notada entre as curvas de ¥ e m' W, ver Figura 5.4.
Assim como para a inosina, descrito no capitulo 4, também foram calculadas as temperaturas
de melting para um intervalo de trés nucleotideos ao redor da modificag@o, conforme mostrado
na Tabela 5.3. Para isso, utilizamos os pardmetros de regressao obtidos para WA no célculo de
T;, das sequéncias contendo m' ¥, uma vez que os parAmetros de regressdo para m' WA foram
determinados para concentracdes de fita de 5 M. As temperaturas calculadas deixam evidente

o ganho de estabilidade das modificacdes.
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Tabela 5.3

Temperatura de melting predita Tj,eq. de sequéncias ndo modificadas e modificadas para uma hibridizagdo
de RNA de 7 pares de bases da sequéncia apresentada em Kim et al. [32]. As bases alteradas estdo em
negrito. Célculo realizado para concentragdo da solugdo de 1000 M e concentracgdo das fitas de 100 uM.

Sequéncia 5’ —3'/3" =5 Tpeq (°C)

AUGUACU/UACAUGA 38.3
AUGCACU/UACGUGA 48.4
AUGm' ¥ ACU/UACAUGA 38.5
AUGYACU/UACAUGA 40.9
AUGY ACU/UACUUGA 30.0
AUGYACU/UACCUGA 32.1
AUGYACU/UACGUGA 334

A redugdo na imunogenicidade proporcionada pela ¥ e m!' U ainda ndo é completa-
mente compreendida. Os principais mecanismos conhecidos envolvem a familia de receptores
Receptor do tipo toll (toll-like receptor, TLR) [20, 80, 81], que atuam no reconhecimento e
degradacdo de RNAs virais. O TLR3 atua no reconhecimento e degradacdo de duplexos ricos
em uridina [80], enquanto os TLR7 e TLRS8 atuam em mRNAs de fita simples [81, 82]. Além
disso, sequéncias contendo ¥ sdo mais resistentes a degradacdo mediada por Ribonuclease L.
(RNase L) [83]. Outros mecanismos também estao associados ao reconhecimento e degradacao

de sequéncias contendo uridina.

5.6 Conclusao

Utilizamos o modelo PB e obtivemos pardmetros de interacdo para pseudouridina e
N1-metilpseudouridina em RNA. Foram analisadas 41 sequéncias de RNA contendo pseudou-
ridina ligada com as bases A, C, G e U [77, 78] Observamos que a pseudouridina e a N1-
metilpseudouridina apresentam uma forte contribuicdo para a estabilidade do duplexo quando
pareadas com adenina. Os pares WA e m' WA sdo capazes de estabilizar o duplexo com contri-
buicdes maiores que o par candnico AU e de forma similar ao par GC. A andlise de contexto
para WA apresentou valores equivalentes de Morse dos pares terminais e internos. Por ou-
tro lado, as interagcOes entre os vizinhos apresentam grandes variacdes entre os dois conjuntos.
Também observamos que nesses contextos a contribuicdo de WA depende da posi¢ao relativa (5
ou 3') de seus vizinhos. m' WA, por outro lado, apresentou pouca variacio associada A posicdo
de seus vizinhos. Os resultados obtidos aqui também demonstram que o par WG contribui de
forma significativa para a estabilidade do duplexo e sua contribui¢do € similar ao par GU. Pou-
cos dados de temperatura de melting estavam disponiveis para os pares WC e WU levando a um
resultado ndo conclusivo para estes pares, sendo necessario mais dados para uma andlise com-

pleta destes pares. Os parametros de interacdo obtidos aqui podem ser utilizados para estudar
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sequéncias que contenham os contextos utilizados neste estudo, permitindo o desenvolvimento

e melhoramento de primers e técnicas terapéuticas baseadas em RNA.
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6 Conclusao

O estudo de bases modificadas em RNA é um campo ainda em desenvolvimento. As
modificacdes sdo diversas e possuem muitas funcdes associadas. A primeira modificagdo de
RNA foi descoberta em 1956 [8] e sua descoberta levou a produgdo eficiente de vacinas de
mRNA [1, 22, 32]. As vacinas de mRNA demonstram a versatilidade e alta eficiéncia das
modificacdes para o uso em diferentes aplicacdes. Primers degenerados para RT-PCR de RNA
modificado podem ser utilizados na detecc@o de variantes virais, sem perda de efici€ncia e sem
a necessidade de produzir novos primers para cada variante emergente. Outras aplicacdes vém
sendo desenvolvidas, apesar disso, poucos estudos avaliando os impactos fisicos, estruturais e

de estabilidade térmica das modificacdes foram realizados.

Neste trabalho, estudamos trés modificacdes de bases nitrogenadas em RNA e avalia-
mos suas contribuicdes para a estabilidade de duplexos a luz do modelo Peyrard-Bishop (PB)
utilizando dados experimentais publicados [35, 38, 59, 77, 78]. O software TfReg [62, 63] foi
utilizado para calcular pardmetros do modelo PB, potenciais de Morse e stacking, associados a
cada modificacdo. Diversas rodadas de minimizagao foram realizadas para cada par, levando em
conta as especificidades de cada conjunto de dados. Obtivemos parametros de estabilidade para
o modelo PB de pares modificados com inosina (I), pseudouridina (V) e N1-metilpseudouridina
(m!' ).

O modelo PB se mostrou util para o estudo de modificacdes de RNA, desde que os
dados T;,, disponiveis sejam suficientes. Além disso, utilizamos e validamos protocolos de
minimizacdo que permitem estudar um conjunto de poucos dados. A separacdo de contexto
utilizada se mostrou uma ferramenta essencial para obter resultados fisicamente vélidos e para

uma interpretacdo precisa dos parametros obtidos.

Os parametros obtidos para os pares IC e IU, demonstram a capacidade da inosina de
estabilizar o duplexo e também corroboram conhecimentos biolégicos. O fato de I ser, majorita-
riamente, interpretada como G durante a sintese proteica [14] pode ser confirmado comparando
os potenciais de Morse obtidos para IU e IC. Nossos resultados também sugerem que as ligacoes
de hidrogénio do par IU sdo consideravelmente fracas e similares a pareamentos com apenas
uma ligacdo. Além disso, pares IU e IC em posicdes terminais apresentaram parametros de
Morse e harmonicos elevados, independente da posicao relativa 5 ou 3’. Os valores elevados
para os parametros de Morse na posicdo terminal indicam possibilidades de aplicacdes para
estabilizacdo de primers. Os pares IG e II, por sua vez, apresentaram potenciais de Morse e
harmdnicos muito similares, isso se deve a similaridade de I com G. Esses pares, nos contextos
estudados, atuam contribuindo para uma alta instabilidade do duplexo. Também comparamos
nossos resultados com parametros de inosina em DNA de Maximiano and Weber [49]. Essa
comparacdo demonstra uma grande diferencga entre a ocorréncia em DNA e RNA. A inosina em

DNA apresenta a capacidade de ligar, de forma similar ao par AU, com todas as bases candnicas,
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enquanto em RNA, ela desestabiliza o duplexo na maioria dos casos.

Os pares WA e m' WA apresentaram potenciais de Morse muito similares, um pouco
menor no caso de m' WA, em concordincia com Dutta et al. [31]. Os valores de stacking desses
pares também apresentaram tendéncias similares aos reportados por Dutta et al. [31] e Deb et al.
[76]. Enquanto WA apresenta valores de sfacking dependentes da posi¢do de seus vizinhos,
m! WA remove de forma significativa essa dependéncia. Contextos terminais também foram
estudados para WA. Esse contexto também apresentou dependéncias da posi¢do relativa dos
pares vizinhos. O mismatch WG apresentou uma contribui¢ao significativa para estabilidade do
duplexo tanto em termos de stacking quanto de Morse. Os resultados obtidos para ¥C e YU sao
inconclusivos, sendo necessario um conjunto maior de dados para um estudo completo desses

pares.

Tanto para [ quanto para W foram produzidos graficos de perfis de abertura de sequéncias
de interesse. Os gréificos de I, no caso do gene RHOA, sugerem que sua presenga permite que a
sequéncia passe pelos mecanismos de degradacdo por miRNA, levando a producao de proteinas
defeituosas [41]. Sendo esse o caso, seria possivel o desenvolvimento de terapias génicas que
atuem degradando sequéncias nas quais a presenca de inosina € prejudicial. Os perfis de abertura
utilizados para estudar os cddons apresentados por Licht et al. [23] sdo capazes de explicar
algumas das taxas de tradu¢@o sindnima, mas falham em outros casos. Isso implica que apenas

os perfis de abertura ndo sdo suficientes para um estudo completo da interagdo cédon-anticédon.

Para a pseudouridina, comparamos os pares UA, WA e m' WA em uma sequéncia utili-
zada em um estudo de eficiéncia das vacinas de mRNA [32]. Observamos uma grande influéncia
na estrutura do duplexo com ¥ e m!' ¥ atuando de formas muito similares. U, por sua vez, apre-
senta uma pequena abertura do duplexo na regidao em que estd presente. O perfil de abertura ndo
ilustra diferencas significativas entre as modificagdes e o pareamento candnico. No entanto, as
temperaturas preditas para cada caso demonstram as relagdes esperadas para essas sequéncias.
Observamos que sequéncias com pares UA sdo menos estdveis que os pares WA e m' WA. O par
m! WA, por sua vez, apresenta uma 7}, intermedidria entre WA e UA, justificando a capacidade

de m!' W produzir as proteinas esperadas.

As bases modificadas se tornam cada dia mais relevantes para aplicacdes tecnoldgicas e
o entendimento de sistemas bioldgicos. Entender as contribuicdes dessas bases para a formacdo
do duplexo e de suas estruturas é fundamental para o desenvolvimento de novas tecnologias e
suas aplicacdes. Em nosso trabalho, obtivemos parametros de interacdo para bases modificadas
em RNA. Encontramos resultados consistentes com outros trabalhos e que auxiliam o entendi-
mento do comportamento dessas modificagdes. Os resultados obtidos aqui podem ser utilizados
para predicdo de 7,,, e para avaliar os impactos estruturais dessas modificacdes em duplexos de
RNA.
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7 Perspectivas

O estudo de bases modificadas em RNA € necessdrio para a compreensdo dos meca-
nismos essenciais a vida e para o avango de futuras aplicacdes biotecnoldgicas. Os principais
resultados deste trabalho podem ser aplicados em diversos contextos e combinados com ou-
tros modelos para investigar diferentes modifica¢des, mismatches de bases candnicas e variados
cendrios bioldgicos. Atualmente, hd um grande interesse em pesquisas que buscam prever os
sitios de ocorréncia de modificacdes em sequéncias de RNA biol6gicas. Os modelos PB e NN
podem auxiliar na compreensdo dos processos envolvidos na ocorréncia dessas modificagGes.
Futuramente, caso mais dados se tornem disponiveis, serd possivel otimizar e reavaliar os re-
sultados obtidos aqui. Além disso, esperamos poder analisar outras modificacdes que possuam

dados de T,,, disponiveis.

Durante o desenvolvimento deste trabalho, ficou evidente a limitacdo do modelo PB
quando se dispde de poucos dados de temperaturas de melting. Isso exigiu a criacdo de pro-
tocolos de minimizagdo capazes de lidar com a quantidade limitada de dados disponiveis. No
futuro, pretendemos desenvolver uma integracio entre os modelos PB e NN, permitindo anélises
mais aprofundadas de conjuntos com poucas temperaturas de melting e comparando e, possi-

velmente, otimizando os resultados obtidos neste estudo.
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APENDICE A - Dados utilizados e resultados obtidos
para inosina em RNA

Tabela A.1

Sequéncias de RNA contendo modificagdes de inosina (I). Tier. € Tpred. S0, respectivamente, as tempe-
raturas experimentais e preditas.

Sequéncias 5" —3'/3" =5 T (°C)  Tprea. (°C)
Wright et al. [35]

GCAICGC/CGUUGCG 45.2 44.7
GCAIGGC/CGUUCCG 48.7 49.2
GCCIAGC/CGGUUCG 47.1 46.6
GCCICGC/CGGUGCG 54.7 55.2
GCCIGGC/CGGUCCG 59.1 58.7
GCCIUGC/CGGUACG 44.6 45.0
GCGICGC/CGCUGCG 48.0 49.2
GCGIAGC/CGCUUCG 43.6 42.4
GCGIGGC/CGCUCCG 59.2 59.1
GCGIUGC/CGCUACG 48.6 48.7
GCUIAGC/CGAUUCG 34.6 37.0
GCUICGC/CGAUGCG 45.1 439
GCUIGGC/CGAUCCG 48.5 48.4
GCUIUGC/CGAUACG 37.3 36.2
GCGCAI/CGCGUU 55.8 55.9
GCGCCI/CGCGGU 56.6 56.7
GCGCGI/CGCGCU 52.2 52.3
GCGCUI/CGCGAU 479 479
IAGCGC/UUCGCG 47.5 47.5
ICGCGC/UGCGCG 55.8 55.3
IGGCGC/UCCGCG 55.8 55.9

(continua na préxima péagina)



(Tabela A.1 continugdo)

Sequéncias 5" — 3'/3' =5 Tyt (°C)  Tprea. (°C)
IUGCGC/UACGCG 57.6 57.5
ICCGGU/UGGCCI 53.5 53.9
GGCIUGCC/CCGUICGG 42.4 439
GGCUIGCC/CCGIUCGG 479 47.6
GGCIIGGC/CCGUUCCG 46.1 45.1
GUCUIGAC/CAGIUCUG 34.9 34.7
Wright et al. [38]

GCAICGC/CGUCGCG 55.3 55.6
GCAIGGC/CGUCCCG 59.4 59.3
GCAIUGC/CGUCACG 47.5 474
GCCIAGC/CGGCUCG 56.9 57.4
GCCICGC/CGGCGCG 64.8 64.9
GCCIGGC/CGGCCCG 67.3 68.2
GCCIUGC/CGGCACG 57.1 56.9
GCGIAGC/CGCCUCG 57.0 55.8
GCGICGC/CGCCGCG 60.7 63.0
GCGIGGC/CGCCCCG 66.4 66.8
GCGIUGC/CGCCACG 55.8 55.3
GCUIAGC/CGACUCG 46.8 474
GCUICGC/CGACGCG 56.9 55.3
GCUIGGC/CGACCCG 58.4 58.7
GCUIUGC/CGACACG 46.2 46.8
GCGCAI/CGCGUC 56.2 56.2
GCGCCI/CGCGGC 57.5 57.9
GCGCGI/ICGCGCC 54.8 54.9
GCGCUI/CGCGAC 46.4 46.6
TAGCGC/CUCGCG 47.6 47.7
ICGCGC/CGCGCG 554 54.3

(continua na préxima pagina)
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(Tabela A.1 continugdo)

Sequéncias 5’ — 3'/3' — 5’ Trer. °C)  Tprea. (°C)
IGGCGC/CCCGCG 54.5 54.6
IUGCGC/CACGCG 56.7 56.7
ICCGGC/CGGCCI 51.3 51.9
CGGCCI/ICCGGC 54.8 54.7
GUCCIGAC/CAGICCUG 514 51.6
GGCICGCC/CCGCICGG 65.9 65.7
GGCCIGCC/CCGICCGG 67.7 67.2
GGCIIGGC/CCGCCCCG 68.6 68.3
Burkard and Turner [59]

GUGGCAG/CACIGUC 34.6 35.8
GUGICAG/CACGGUC 35.1 35.8
CGGCAUG GCIGUAC 31.3 314
CGICAUG/GCGGUAC 31.7 314
GGCUGAG/CIGACUC 37.7 36.4
GICUGAG/CGGACUC 36.7 36.4
GCAGGCIUGC/CGUICGGACG 44.6 44.6
GAGGAUICUC/CUCIUAGGAG 36.4 36.4
GAGIAUGCUC/CUCGUAIGAG 36.0 36.0
GUGICAG/CACIGUC 294 31.9
CGICAUG/GCIGUAC 26.8 26.9
GICUGAG/CIGACUC 35.5 32.7
GCGICGC/CGCIGCG 47.7 47.8
CGCIGCG/GCGICGC 40.3 40.4
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Tabela A.2
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Sequéncias candnicas de referéncia para os pares IC, IG e IU, incluindo o par IC tandem (as dltimas

cinco sequéncias). Tpreq. € a temperatura predita.

Sequéncias 5’ — 3/ /3" — 5 Tirea. (°C)
Sequéncias de referéncia para os grupos IC e [U
GCAACGC/CGUUGCG 56.7
GCAAGGC/CGUUCCG 59.8
GCCAAGC/CGGUUCG 59.8
GCCACGC/CGGUGCG 66.3
GCCAGGC/CGGUCCG 69.1
GCCAUGC/CGGUACG 59.9
GCGACGC/CGCUGCG 63.4
GCGAAGC/CGCUUCG 56.8
GCGAGGC/CGCUCCG 66.3
GCGAUGC/CGCUACG 57.0
GCUAAGC/CGAUUCG 51.1
GCUACGC/CGAUGCG 58.4
GCUAGGC/CGAUCCG 61.5
GCUAUGC/CGAUACG 51.5
GCGCAA/CGCGUU 44.5
GCGCCA/CGCGGU 57.4
GCGCGA/CGCGCU 53.8
GCGCUA/CGCGAU 46.8
AAGCGC/UUCGCG 443
ACGCGC/UGCGCG 53.4
AGGCGC/UCCGCG 57.2
AUGCGC/UACGCG 45.2
ACCGGU/UGGCCA 48.9
GCAGCGC/CGUCGCG 66.1

(continua na préxima pagina)



(Tabela A.2 continugdo)

Sequéncias 5’ — 3/ /3 — 5 Torea. (°C)
GCAGGGC/CGUCCCG 69.1
GCAGUGC/CGUCACG 60.1
GCCGAGC/CGGCUCG 66.3
GCCGCGC/CGGCGCG 72.0
GCCGGGC/CGGCCCG 74.8
GCCGUGC/CGGCACG 66.3
GCGGAGC/CGCCUCG 66.3
GCGGCGC/CGCCGCG 72.0
GCGGGGC/CGCCCCG 74.8
GCGGUGC/CGCCACG 66.3
GCUGAGC/CGACUCG 60.2
GCUGCGC/CGACGCG 66.1
GCUGGGC/CGACCCG 69.1
GCUGUGC/CGACACG 60.1
GCGCAG/CGCGUC 52.8
GCGCCG/CGCGGC 60.6
GCGCUG/CGCGAC 52.8
GAGCGC/CUCGCG 53.8
GCGCGC/CGCGCG 63.1
GGGCGC/CCCGCG 64.1
GUGCGC/CACGCG 53.6
GCCGGC/CGGCCG 64.1
CGGCCG/GCCGGC 59.6
Sequéncias de referéncia para o par IC tandem
GUCCGGAC/CAGGCCUG 67.7
GGCGCGCC/CCGCGCGG 80.2
GGCCGGCC/CCGGCCGG 83.0
GGCGGGGC/CCGLeecea 83.0

(continua na préxima pagina)



(Tabela A.2 continugdo)

Sequéncias 5" — 3’ /3 — 5 Torea. (°C)
GCAGCUGC/CGUCGACG 71.2
Sequéncias de referéncia para o par IU tandem
GGCAUGCC/CCGUACGG 71.0
GGCUAGCC/CCGAUCGG 71.6
GGCAAGGC/CCGUUCCG 67.3
GUCUAGAC/CAGAUCUG 54
Sequéncias de referéncia para o par IG
GUGGCAG/CACCGUC 60.2
GUGCCAG/CACGGUC 60.2
CGGCAUG/GCCGUAC 56.3
CGCCAUG/GCGGUAC 56.3
GGCUGAG/CCGACUC 60.1
GCCUGAG/CGGACUC 60.1
GCAGGCCUGC/CGUCCGGACG 85.9
GAGGAUCCUC/CUCCUAGGAG 71.9
GAGCAUGCUC/CUCGUACGAG 72.4
Sequéncias de referéncia para o par II
GUGGCAG/CACCGUC 60.3
CGGCAUG/GCCGUAC 56.3
GGCUGAG/CCGACUC 60.1
GCGGCGC/ICGCCGCG 71.8
CGCGGCAG/GCGCCGC 68.6
GUGACAG/CACUGUC 49.3
CGACAUG/GCUGUAC 45.4
GACUGAG/CUGACUC 49.6
GCGACGC/CGCUGCG 62.7

CGCAGCG/GCGUCGC 62.6




Tabela A.3
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Regras de contexto usadas para os pares IU e IC. As sequéncias sdo agrupadas por trimeros de inosina e
as regras sao aplicadas aos trimeros especificados.

Pares

Regras

U4

AIC/UUG, AIG/UUC, AUC/UIG, CIC/GUG, CIG/GUC, CUC/-
GIG

g~

UU*/AI*, UI*/AU*, GU*/CI*, GI*/CU*, CU*/GI*, CI*/GU*,
AT*/UU*, AU*/UT*

U?

AUA/UIU, AUG/UIC, CIA/GUU, CUA/GIU, GIA/CUU, GIC/-
CUG, GUA/CIU, UIA/AUU

1ut

CCU/GGI, CII/GUU, C1U/GUI, CUI/GIU, CUU/GII

IC!

ACA/UIU, ACC/UIG, ACG/UIC, ACU/UIA, AIC/UCG,
AIG/UCC,

CCA/GIU, CCC/GIG, CCG/GIC, CGC/GCQG, CIA/GCU,
CIC/GCG, GCA/CIU, GCC/CIG, GIA/CCU, UCA/AIU

IC~

UI*/AC*, UC*AI*, GI*/CC*, GC*/CI*, CI*/GC*, CC*/GI*,
AT*/UC*, AC*/UTI*

ICt

AIC/UCI, CCC/GIL, CCI/GIC, CIC/GCI, CCG/IC




Tabela A.4
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Os valores preditos do potencial de Morse (D), que representa as ligagcdes de hidrogénio, para cada par.

Parametro (D) (meV)
IC 25.2(7)
Ic* 59.4(7)
ICt 21.9(3)
o4 5.8(6)
s 3.5(5)
1U* 44(2)
Ut 3.5(5)
I 5.6(2) - 1072




Tabela A.5
Os valores preditos do potencial harmdnico (k), que representa a interacdo de empilhamento.

Parametro (k) (eV/nm?) Parametro (k) (eV/nm?)
GCpUI4 2.0(1) GCpIU4 4.0(2)
AUpIUA 0.24(3) AUpUI4 0.64(8)
CGpUI4 2.6(1) CGpIUA 1.9(1) - 107!
AUpIU* 9.4(7) AUpUI* 14(3)
CGpIU* 2.0(1) CGpUI* 1.8(1)
GCplU* 2.2(2) GCpUI* 3.3(2)
IU*pAU 2.9(2) UApIU* 3.1(2)
AUpUIP 0.036(4) CGpUI# 1.9(1)
CGpIU®B 2.24(7) GCpIUZ 1.76(9)
GCpUI? 1.33(9) IUBpAU 0.57(4)
UApIU®Z 0.34(4) IUTpIUt 0.04(2)
Iufpurt 0.1(0) - 1073 Ul'pIut 1.63
AUpIC 2.4(1) AUpCI 1.19(5)
CGpCI 3.30(7) CGplC 2.94(9)
CIpAU 1.85(8) CIpCG 4.7(1)
GCpCI 3.74(8) ICpAU 1.43(6)
AUpCT* 6.3(2) AUpIC* 5.9(2)
CGpCrI* 0.81(2) CGpIC* 1.32(3) - 107!
CI*pAU 1.21(4) CI*pCG 1.80(5)
GCpCr* 1.69(4) IC*pAU 1.55(5)
AUpIC! 2.4(1) CGpcIt 3.29(7)
CGpICT 2.94(9) CIfpCIf 5.3(2)
crfpict 2.7(1) ictpcrt 2.05(9)
AUpGI 0.55(5) CGpIG 0.0009(1)
GCpGI 0.91(9) GCpIG 0.88(7)
GIpAU 2.0(2) IGpAU 1.9(2)

CGplI 0.05(2) GCpll 1.01




Tabela A.6
Valores iniciais usados como parimetros para os contextos IUA e TUE.

k (eV/nm?)
AUpIU# 0.4
AUpUIA 2.5
GCpUI#4 1.4
GCplU# 3.5
CGpUI4 2.7
CGpIUA 2.2
AUpUI? 0.1
CGpUI? 2.5
CGpIU?B 2.2
GCpIU®Z 3.5
GCpUI#? 1.4
IUPpAU 0.4-107!
UApIUZ 0.2
Morse (meV)
U4 38.7
s 2.4
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APENDICE B - Dados utilizados e resultados obtidos

para pseudouridina em RNA

Tabela B.1

T, preditas para sequéncias de RNA contendo modificagdes de pseudouridina WA, m'W¥, ¥G, ¥U and

WC. Tref, € Tpreq. SA0 as temperaturas experimentais e preditas, respectivamente.

Sequéncias 5" —3'/3" =5 T (°C)  Tprea. (°C)
Hudson et al. [78]

CGAVACG/GCUAUGC 52.4 50.5
CGCYACG/GCGAUGC 58.5 60.1
CGGYACG/GCCAUGC 60.7 57.9
CGUVACG/GCAAUGC 47.6 46.4
CGAVYCCG/GCUAGGC 59.5 55.8
CGCYCCG/GCGAGGC 67.4 65.1
CGGYCCG/GCCAGGC 59.1 62.8
CGUYCCG/GCAAGGC 49.3 51.7
CGAVYGCG/GCUACGC 55.7 56.3
CGCYGCG/GCGACGC 65.9 65.6
CGGYGCG/GCCACGC 61.8 63.1
CGUYGCG/GCAACGC 55.1 52.2
CGAVUCG/GCUAAGC 50.2 49.2
CGGYUCG/GCCAAGC 58.1 56.6
CGUVYUCG/GCAAAGC 48 45.0
GCGCAV/CGCGUA 53.9 54.5
GCGCCVY/CGCGGA 54.5 55.1
GCGCGVY/CGCGCA 55.1 55.9
GCGCUVY/CGCGAA 46.1 47.6
VYAGCGC/AUCGCG 479 49.2

(continua na préxima péagina)



(Tabela B.1 continuagao)

Sequéncias 5’ — 3'/3' — 5’ Trer. °C)  Tprea. (°C)
VCGCGC/AGCGCG 52.5 54.3
UGGCGC/ACCGCG 55.3 56.0
YUGCGC/AACGCG 53 53.8
Kierzek et al. [77]

UCAGYCAGU/AGUCAGUCA 61.4 60.0
UCACYGAGU/AGUGACUCA 62.4 64.1
UCAAYUAGU/AGUUAAUCA 45 47.5
UCAUVAAGU/AGUAAUUCA 45.1 44.6
VYCAGUCAGU/AGUCAGUCA 59.9 57.6
UCAGUCAGY/AGUCAGUCA 59.7 594
UCAGYCAGU/AGUCCGUCA 45.6 45.6
VYCAGUCAGU/CGUCAGUCA 57.2 57.3
UCAGUCAGY/AGUCAGUCC 574 574
UCAGYCAGU/AGUCGGUCA 61.8 60.2
UCACYGAGU/AGUGGCUCA 58.1 58.1
UCAAVUAGU/AGUUGAUCA 427 42.3
UCAUVAAGU/AGUAGUUCA 40.5 40.9
VYCAGUCAGU/GGUCAGUCA 58.2 58.9
UCAGUCAGVY/AGUCAGUCG 60.7 61.6
UCAGVYCAGU/AGUCUGUCA 49.9 49.9
YCAGUCAGU/UGUCAGUCA 57.5 57.5
UCAGUCAGUY/AGUCAGUCU 57.5 57.6
Sequéncias de m' ¥

GCA(m!'V)GAG/CGUACUC 40 42.8
ACG(m!'¥)ACG/UGCAUGC 40 40.1
CGU(m!'V)CAG/GCAAGUC 343 353
GAC(m'V)UCG/CUGAAGC 37.5 39.3
CGA(m!'V)GUC/GCUACAG 42.5 39.8

(continua na préxima pagina)
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(Tabela B.1 continuagao)

Sequéncias 5’ — 3'/3' — 5’ Tret. (°C)  Tprea. (°C)
CAG(m'V)AGC/GUCAUCG 44.1 442
GCU(m!'¥)CGA/CGAAGCU 42.5 41.5
AGC(m!'¥)UCG/UCGAAGC 43.8 41.9
CGA(m'V)ACG/GCUAUGC 39.8 39.5
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Tabela B.2
Sequéncias candnicas de referéncia para pares VA, m' ¥, UG, ¥U e WC. Tpreq. € a temperatura predita.

Sequéncias 5’ — 3’ /3 — 5 Torea. (°C)
Sequéncias de referéncia para o par ¥

CGAUACG/GCUAUGC 43.2
CGCUACG/GCGAUGC 539
CGGUACG/GCCAUGC 54.0
CGUUACG/GCAAUGC 42.0
CGAUCCG/GCUAGGC 529
CGCUCCG/GCGAGGC 62.5
CGGUCCG/GCCAGGC 62.7
CGUUCCG/GCAAGGC 523
CGAUGCG/GCUACGC 52.6
CGCUGCG/GCGACGC 62.3
CGGUGCG/GCCACGC 62.5
CGUUGCG/GCAACGC 52.0
CGAUUCG/GCUAAGC 41.6
CGGUUCG/GCCAAGC 52.3
CGUUUCG/GCAAAGC 40.3
GCGCAU/CGCGUA 45.1
GCGCCU/CGCGGA 57.2
GCGCGU/CGCGCA 534
GCGCUU/CGCGAA 44.3
UAGCGC/AUCGCG 46.8
UCGCGC/AGCGCG 53.8
UGGCGC/ACCGCG 574
UUGCGC/AACGCG 44.5

Sequéncias com resultados experimentais de Kierzek et al. [77]

(continua na préxima péagina)



(Tabela B.2 continuagao)

Sequéncias 5’ — 3’ /3 — 5 Tored. (°C)
UCAGUCAGU/AGUCAGUCA 59.1
UCACUGAGU/AGUGACUCA 58.5
UCAAUUAGU/AGUUAAUCA 43.2
UCAUUAAGU/AGUAAUUCA 42.3
UCAGUCAGU/AGUCAGUCA 59.1
UCAGUCAGU/AGUCAGUCA 59.1
Sequéncias de referéncia para os pares VC, VG e YU
UCAGCCAGU/AGUCGGUCA 70.6
UCACCGAGU/AGUGGCUCA 68.3
UCAACUAGU/AGUUGAUCA 54.9
UCAUCAAGU/AGUAGUUCA 53.8
UCAGACAGU/AGUCUGUCA 62.8
UCAGGCAGU/AGUCCGUCA 70.6
CCAGUCAGU/GGUCAGUCA 67.2
UCAGUCAGC/AGUCAGUCG 67.5
ACAGUCAGU/UGUCAGUCA 62.7
UCAGUCAGA/AGUCAGUCU 63.0
GCAGUCAGU/CGUCAGUCA 67.5
UCAGUCAGG/AGUCAGUCC 67.3
Sequéncias de referéncia para os pares m' W
GUGGCAG/CACCGUC 60.2
GUGCCAG/CACGGUC 60.2
CGGCAUG/GCCGUAC 56.3
CGCCAUG/GCGGUAC 56.3
GGCUGAG/CCGACUC 60.1
GCCUGAG/CGGACUC 60.1
GCAGGCCUGC/CGUCCGGACG 85.9
GAGGAUCCUC/CUCCUAGGAG 71.9

(continua na préxima pigina)
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(Tabela B.2 continuagdo)

Sequéncias 5’ — 3 /3 — 5

Tpred. (OC)

GAGCAUGCUC/CUCGUACGAG

72.4
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Tabela B.3
Regras de contexto utilizadas para os pares W/ e U*. As sequéncias sido agrupadas por trimeros de
pseudouridina e as regras sdo aplicadas aos trimeros especificados.

Paires Regras

AU AA*/UU*, AU*/UA*, CU*/GA*, GA*/CU*,
GU*/CA*, UA*/AU*, UU*/AA*

AU AAA/UTU, AAC/UYG, AAU/UVA, AVA/UAU,
AVC/UAG, AVG/UAC, CAA/GYU, CAC/GYG, CAG/GVYC,
CUVA/GAU, CUYC/GAG, GAA/CYU, GAC/CYG, GVA/CAU,
UAA/AYU




Tabela B.4
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Os valores preditos do potencial de Morse (D), que representa as ligacdes de hidrogénio, para cada par.

Mostrados est@o pares () internos e (7") terminais.

Pardmetro (meV)
m' VA 4.9(1)
UIA 5.1(1)
U*A 5.12)
UG 27.9 (1)
vC 11.3(2)
vuU 8.6(2)




Tabela B.5
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Os valores preditos do potencial harmonico (k), que representa a interacdo de empilhamento. Mostrados
estdo pares () internos e (") terminais.

ParAmetro (k)  (eV/nm?)  Parmetro (k)  (eV/nm?)
Am'UpAU 2.6(1) Am'UpCG 2.3(2)
Am'UpGC 2.2(1) Am' UpUA 3.2(2)
AUpAm' ¥ 2.4(2) CGpAm'W¥ 1.9(2)
GCpAm' ¥ 1.9(1) m!WApAU 4.4(2)
AUpAU! 1.6(1) AUpAU* 1.2(3)
AUpU’A 6.6(1) AUpT*A 4.7(3)
AU*pAU 1.3(1) AV*pCG 2.1(1)
AU*pGC 0.85(6) AVIpAU 4.1(1)
AUIpCG 1.2(1) AUpGC 5.1(1)
CGpA W/ 0.98(4) CGpA U™ 2.7(3)
GCpAU! 1.1(1) GCpAU* 1.7(1)
UApAT/ 2.5(1) UApAT* 1.8(1)
GCpUW 0.22(2) GCpUU 0.20(2)
CUpCG 53(4)-107'  GCpC¥  6.0(6) - 10~
AUpGU 2.6(3) AUpTG 2.6(1)
CGpGU 2.2(1) CGpIG 2.7(1)
GCpGU 3.2(3) GCpUG 4.8(3)
GUpAU 2.1(4) UApGU 2.1(4)




Tabela B.6
Valores de Morse D e Harmonico k obtidos para o par WA sem regras de contexto.

Harmonico (eV/nm?)
AUpAW 8.6(3)
AUpUA 10.5(3)
AUpAU 5.2(2)
AUpCG 6.4(2)
AUpGC 7.55(4)
CGpAU 4.1(2)
GCpAW 4.9(2)
UApAU 8.7(2)

Morse (meV)  19.8(2)




Tabela B.7
Valores de Morse D e Harménico k obtidos para o par m' WA em concentragio das fitas de 10 M

k (eV/nm?) k (eV/nm?)
Am'UpAU 26(1)  Am'UpCG  2.3(2)
Am'¥UpGC 2.2(1) Am'UpUA 3.2(2)
AUpAm'¥ 2.4(2) CGpAm'V¥ 1.9(2)
GCpAm' ¥ 1.9(1)  m'TApAU  4.4(2)
AUpAY! 1.6(1) AUpAU* 4.2(3)
AUpU/A 6.6(1) AUpTFA  4.7(3)
AT*pAU 1.3(1) ATPCG  2.1(1)
AU*pGC 0.85(6)  AWpAU  4.1(1)
AUIpCG 42(1)  AUGC  5.1(1)
CGpA W/ 0.98(4)  CGpAV* 2.7(3)
GCpA W/ 1.1(1) GCpA U™ 1.7(1)
UApAT/ 2.5(1) UApA U™ 1.8(1)
GCpUT 0.22(2)  GCpUU  0.20(2)
CUpCG 5.3(4)-1071  GCpC¥  6.0(6) - 107!
AUpGT 2.6(3) AUpUG 2.6(1)
CGpGT 2.2(1) CGpTG 2.7(1)
GCpGW 3.2(3) GCpUG 4.8(3)
GUpAU 2.1(4) UApGU 2.1(4)

Morse (meV) 47.2(9)




