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I. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA
1. Biologia de Sistemas: anélise de redes de interacdo biolégicas e descoberta de drogas

Na ultima década, a pesquisa na area bioldgica ultrapassou a capacidade humana de analisar o imenso volume
de dados acumulados, gerados a partir do desenvolvimento de tecnologias em larga escala, sendo fundamental o uso de
programas computacionais para o armazenamento, busca, analise e integragdo desses dados. A Biologia de Sistemas ¢
uma area multidisciplinar que visa integrar os dados relativos a genes e proteinas individuais e investigar o
comportamento e relagdes entre os diversos elementos de um sistema biologico para explicar o seu funcionamento'.

A Biologia de Sistemas encontra-se centrada na constru¢do de modelos que descrevam os sistemas bioldgicos.
Esses modelos proporcionam uma plataforma para (i) a interrogagdo sistematica e verificagdo experimental de um dado
processo bioldgico, (ii) o gerenciamento da complexidade de centenas de componentes celulares e interagdes, e (iii) a
revelagdo de propriedades emergentes e predicdo de consequéncias a partir da perturbagdo de determinados componentes
das diferentes vias.

Um importante objetivo da modelagem computacional de redes biologicas € a identificacdo de potenciais alvos
de drogas. A aplicagdo pratica da Biologia de Sistemas a descoberta de novas drogas reside em trés abordagens
principais: a integragdo computacional de dados oriundos de experimentos em larga escala, a modelagem computacional
de vias metabdlicas, regulatorias e/ou de sinalizagdo de células saudaveis e doentes (cancer etc.) a partir de dados da
literatura (para a selecdo de alvos e desenhos de testes clinicos), ¢ o uso dos proprios sistemas de células humanas
complexos para interpretar e predizer as atividades biologicas de drogas e alvos génicos (abordagem experimental direta
para classificar respostas biologicas relevantes e validar alvos/drogas)’.

1.1. Modelagem dindmica de redes biolégicas: perspectivas na compreensio e tratamento do cincer

O cancer ¢ entendido, atualmente, ndo apenas como uma patologia altamente heterogénea com relagdo ao tipo
celular e tecido de origem, mas também como uma doenga envolvendo a desregulagdo de multiplas vias interconectadas,
abrangendo processos celulares fundamentais, como proliferagdo, diferenciacdo, migracdo e morte®. Além disso, essas
redes se conectam a componentes externos as proprias células tumorais, incluindo outras células e componentes da
matriz extracelular®’. Assim, as atividades das redes moleculares que executam processos metabélicos ou de organizagio
do citoesqueleto, ou regulam estes através de transdugdo de sinal, encontram-se alteradas de uma forma complexa por
diversas mutagdes génicas em conjunto com o contexto ambiental. Portanto, para uma efetiva compreensio da doenca e
propostas de novas terapias, torna-se necessaria uma abordagem que avalie o problema nos seus diferentes niveis, a partir
da (i) identificagdo das vias desreguladas, (ii) elucidacdo das consequéncias de muta¢des nas atividades da rede, (iii)
integragdo da rede ao comportamento celular, (iv) integracdo do comportamento celular aos processos no nivel dos
tecidos, e (v) predicdo dos efeitos a partir de interven¢des moleculares.

Esta perspectiva leva a, no minimo, duas consequéncias: (i) a caracterizacdo da desregulagdo patologica devera
ser multivariada e quantitativa, e (ii) a compreensdo preditiva ou mecanicista da patologia dependera de uma abordagem
de Biologia de Sistemas, fortemente baseada na modelagem computacional de redes complexas’. Devido a
multidisciplinaridade desta area, metodologias para analises computacionais podem variar consideravelmente,
dependendo da pergunta bioldgica e dos dados experimentais disponiveis, abrangendo diferentes tipos de formalismos,
desde abordagens preditivas qualitativas (discretas) a quantitativas (continuas), incluindo: modelos baseados em logica
(redes Booleanas, logica fuzzy, etc), redes Bayesianas, Petri nets, algebra de processos, modelos baseados em restrigoes,



equacgdes diferenciais (ODE/PDE), redes neurais artificiais, modelos baseados em regras, interacting state machines
(ISM), autématos celulares, ¢ modelos baseados em agentes (ABM)*®. Esta diversidade pode levar a fragmentagdo de
esforcos em modelagem, uma vez que ela dificulta a integracdo de modelos provenientes de diferentes fontes. Portanto,
simulagdes no nivel de uma célula inteira se beneficiariam do desenvolvimento de uma plataforma para modelagem,
analise e simula¢do baseada em um unico ou poucos formalismos, capazes de integrar os diferentes componentes ¢ suas
relagdes, englobando todos os tipos de redes bioldgicas.

Nesse contexto, o desenvolvimento de novos algoritmos hibridos, combinando os métodos mais eficientes para
cada tipo de rede, proporcionaria uma modelagem automatizada das redes de interagcdo em um pipeline Unico, sendo o
objetivo central deste projeto.

2. Resultados prévios do grupo
2.1. NIMA-related kinases (Neks) e cincer

Como prototipo dessa familia, a cinase NIMA de Aspergillus nidulans contribui para multiplos aspectos da
progressdo da mitose’. Os mamiferos apresentam uma extensa familia de 11 Neks estruturalmente homoélogas 8 NIMA'?,
e, de modo geral, os genes que codificam as Neks humanas encontram-se super-expressos' ', ou sdo alvos de mutagdes
em cancer'”. Sendo assim, ¢ de fundamental importancia o conhecimento das vias de sinalizagio em que as Neks atuam
nas células, os mecanismos moleculares envolvidos e a identificagdo de potenciais inibidores que possam,
eventualmente, ser utilizados em novas estratégias terapéuticas anti-cancer.

Nosso grupo realizou a identificagdo de parceiros de interagdo para a hNek1", hNek6'!, hNek7'’, hNek3,
hNek4, hNek5, hNek9, hNek10 ¢ hNekl1. Além disso, realizamos triagens com compostos comerciais utilizando a
técnica de Thermal Shift Assay para a hNekl, hNek6 e hNek7, além de analises de docking e ensaios de fosforilagdo in
vitro para a confirmagdo desses compostos como possiveis inibidores'®. Novos inibidores também serdo testados em
bioensaios e utilizados nas analises in silico propostas neste projeto.

2.2. Plataforma IIS

A plataforma IIS (Integrated Interactome System), desenvolvida em colaboragdo com o MSc. Marcelo F.
Carazzolle, em projeto coordenado pela Dra. Gabriela V. Meirelles'’, apresenta interface web para anotagdo, anélise e
visualizacdo de perfis de interacdo de proteinas/genes, metabdlitos e drogas de interesse, a partir da criagdo de um projeto
(protegido por senha) para cada usudrio. IIS funciona em 4 modulos conectados: (i) Mdodulo “Submissdo”, que recebe
cromatogramas, derivados de sequenciamento Sanger a partir de diferentes métodos de screening (duplo-hibrido,
transcritoma, etc) e realiza o processamento dessas sequéncias; (ii) Mddulo “Busca”, que possibilita ao usudrio fazer
buscas pelos reads processados ou pelas listas de proteinas/genes, metabdlitos e drogas de interesse, seleciona-los e
adiciona-los ao seu projeto; (iii) Mddulo “Anotacdo”, que realiza a montagem dos reads em contigs e singlets, ou utiliza
listas de proteinas/genes carregadas pelo usudrio, e os compara contra diversos bancos de dados, gerando tabelas com
anotacdo automatica que podem ser manualmente curadas; e (iv) Mddulo “Interactoma”, que faz o blast dos contigs e
singlets ou compara as listas de proteinas/genes, metabdlitos e drogas contra o nosso banco GPMGDID (Global Protein-
Metabolite-Gene-Drug Interaction Database), formado pelo agrupamento de diferentes bancos de interagdo, gerando as
redes de interagdo que podem ser visualizadas via web ou analisadas através do software Cytoscape.

A plataforma IIS surgiu da necessidade crescente por ferramentas apropriadas a uma analise sistematica e
padronizada de interagdes fisicas, genéticas e quimico-genéticas a partir de dados processados ou que necessitam de um
processamento automatizado, e requer agora que novos modulos sejam implementados no sentido de ampliar sua
funcionalidade, possibilitando a modelagem automatizada destas redes de interagdo, como parte dos objetivos propostos
por este projeto.

II. OBJETIVOS

1. Desenvolvimento de novos algoritmos para a simulagdo de redes complexas aplicadas na compreensio
e predigdo de mecanismos moleculares envolvidos com cancer e outras doengas.
2. Desenvolver um pipeline para a modelagem automatizada de redes de interacdo baseado nos algoritmos

selecionados a partir do item II.1, e sua integragdo a plataforma IIS como o moédulo “Modelagem
Dinamica de Redes Complexas”.

1. METODOLOGIA
1. Revisdo bibliografica e avaliacio dos principais algoritmos

Sera realizado um levantamento bibliografico dos principais métodos/algoritmos utilizados para a simulagdo de
redes biologicas, desde abordagens preditivas qualitativas (discretas) a quantitativas (continuas). Esta revisdo ja encontra-
se em andamento e, através dela, sera realizada uma analise e sele¢do dos algoritmos descritos de melhor performance
para cada um dos tipos de redes: (i) redes de interagdo proteina-proteina, (ii) redes de sinalizagdo, (iii) redes regulatdrias
e (iv) redes metabdlicas.



2. Desenvolvimento, implementacio e teste de novos algoritmos promissores

Serdo desenvolvidos novos algoritmos hibridos, buscando combinar os métodos mais eficientes para cada caso.
Estes novos algoritmos serfo implementados e sua eficacia avaliada através da comparagdo com os algoritmos
selecionados no item III.1. Para isso sera realizada a simulagdo de redes construidas a partir de experimentos in house,
em particular o interactoma das Neks, em colaboragdo com o grupo do Prof. Dr. Jorg Kobarg, e o proteoma/secretoma de
células de cancer, em colaboragdo com o grupo da Profa. Dra. Adriana F. Paes Leme, além de redes construidas a partir
de dados da literatura, depositados em bancos de dados ptiblicos. A validagdo experimental dos novos resultados obtidos
pelas simulagdes das diferentes redes sera realizada em colaboragdo com o grupo do Prof. Dr. Jorg Kobarg.

3. Desenvolvimento do médulo “Modelagem Dindmica de Redes Complexas” e sua integracio a plataforma
1S

O moédulo “Modelagem Dinamica de Redes Complexas” sera desenvolvido como um pipeline on-line a ser
posteriormente integrado a pagina do projeto de cada usuario na plataforma IIS, assim como os mddulos “Anotagdo” e
“Interactoma”, previamente desenvolvidos em nosso laboratério'’. O moédulo sera desenvolvido a partir dos algoritmos
mais eficazes, definidos por ranking no item III.2, e terd como objetivo a simulagdo automatica e otimizada de redes
biologicas de interesse, possibilitando ao usuario inserir perturba¢des na rede (mutagdes génicas, inibidores, etc) e
predizer comportamentos celulares e mecanismos moleculares emergentes em cada condi¢do/tempo de estudo. Isso
facilitara novas descobertas bioldgicas, bem como podera ser aplicado ao diagndstico e tratamento de doengas.

Este modulo consistira nas seguintes etapas: (i) upload dos dados ao projeto do usuario, (ii) construgdo das redes
de interag@o nas condi¢des definidas pelo usuario (incluindo possiveis perturbagdes), e (iii) envio por email do relatorio
da analise e do link para visualiza¢do da rede, graficos e tabelas gerados pelas simulagdes. Os dados carregados como
input em cada projeto poderdo ser qualitativos (cromatogramas ou listas de genes/proteinas e metabdlitos) ou
quantitativos, em forma de tabelas, oriundos de experimentos de transcritoma (microarranjo, RNAseq), proteoma (MS),
e/ou metaboloma (RMN). As redes de interagdo condicionais serdo construidas a partir do banco de dados de interagdes
globais GPMGDID, construido em nosso laboratdrio, considerando-se a sele¢do dos seguintes parametros: (i) organismo,
(ii) tipo celular ou tecido, (iii) condi¢do normal ou patoldgica, (iv) compartimento celular, (v) processo biologico, (vi)
integragdo com dados quantitativos publicos (transcritoma, proteoma e/ou metaboloma), e (vii) perturbacdo (mutacdo
génica, inibidores, etc).
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