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RESUMO

Nesta Tese, trataremos do problema de controle realimentado de siste-
mas biolégicos celulares, mais especificamente, do controle das chama-
das redes de regulagao génica, segundo uma abordagem fundamentada
na Teoria de Controle Supervisorio (TCS).

A capacidade de reprogramar o comportamento das redes de regulacao
génica, elementos determinantes da dindmica celular, encontra apli-
cacoes em areas como producao otimizada de biocombustiveis, trata-
mento de doengas como o cancer e sintese de tecidos e 6érgaos humanos
in vitro. Basicamente, duas abordagens podem ser adotadas para con-
trolar redes biolégicas intracelulares. Uma delas baseia-se no emprego
de dispositivos técnicos externos & célula, como equipamentos de mi-
croscopia, computadores e sistemas de microfluidica. A segunda estra-
tégia prefere fazer uso exclusivo de moléculas sintéticas que, inseridas
no meio intracelular, desempenham as fungoes de sensores, controlado-
res e atuadores.

Utilizaremos a ultima das abordagens mencionadas e mostraremos como
ideias advindas da TCS podem ser empregadas para definir os critérios
de projeto de tais moléculas sintéticas controladoras, capazes de alterar
a dindmica de redes de regulagao génica de maneira pré-determinada.
Para tanto, partiremos de um modelo em autémato finito da rede a ser
controlada, adicionando a esse autémato os eventos e estados decorren-
tes das possiveis agoes de moléculas sintéticas. Sobre esse novo modelo,
resolveremos uma tarefa de controle conhecida na literatura como atra-
¢ao de estados, em que o sistema deve ser levado de um estado inicial
a um conjunto de estados-alvo, mantendo-se ali indefinidamente. O
supervisor resultante da resolugao do problema sera convertido, entao,
em critérios de projeto de moléculas sintéticas.

A Tese traz contribuigoes & TCS e propoe uma formalizagao inédita
para o problema de controle de redes de regulagao génica por molécu-
las sintéticas. No campo da TCS, estendemos a resolugao do problema
de atragao de estados para o caso em que os eventos da planta, além
de serem particionados em controlaveis ou nao controlaveis, sao tam-
bém divididos em forgéveis ou nao forgaveis e, por fim, preemptéaveis ou
nao preemptaveis. Esse rico particionamento, como detalhado na Tese,
decorre de hipéteses bem fundamentadas biologicamente acerca da di-
namica dos processos de expressao génica e da forma de intervencgao
no comportamento celular por noés adotada. Ainda no Ambito do Con-



trole Supervisério, mostramos como conceitos provenientes da teoria
de Controle Hierarquico - como abstracao por agregagao de estados e
consisténcia hierarquica - naturalmente aparecem na resolugao do pro-
blema de controle de redes de regulagao génica por moléculas sintéticas.
A Tese mostra, também, como projetar controladores que induzem o
menor consumo de energia celular possivel e que sejam realizados por
moléculas sintéticas de facil construgao.

Por sua vez, a formalizagao do problema de controle de redes génicas por
moléculas sintéticas como um problema da Teoria de Controle é nova
na literatura, haja vista que os estudos correlatos até entao divulgados
nao adotam métodos da Teoria de Controle para sua resolucao, o que
dificulta a extensao dessas abordagens para alterar o comportamento
de redes de regulacao com dindmicas mais complexas.
Palavras-chave: Teoria de Controle Supervisorio. Biologia Sistémica.
Biologia Sintética.



ABSTRACT

In this thesis, we tackle the issue of feedback control of intracellular
biological networks, namely, the control of gene regulatory networks
within a perspective founded on Supervisory Control Theory (SCT).
The ability to reprogram the behavior of gene networks, major players
in cell dynamics, might be employed, for instance, to optimize the pro-
duction of biofuels, to treat and cure diseases, such as cancer, and to
synthesize human tissues and organs «n vitro. Two approaches can be
adopted to control the dynamics of intracellular networks. The first one
employs external technical hardware to close the loop, e.g. microscopy
equipment, microfluidics devices and computers. The second, on the
other hand, makes use only of synthetic biomolecules that, when inser-
ted in the cell, perform the major tasks of a control system: sensing,
control and actuation.

We adopt the second of the mentioned strategies and show how ideas
from SCT can be employed to define design criteria of synthetic bio-
molecules that are able to alter cell dynamics, so to achieve a set of
specifications. In order to do so, we start with a finite state machine
model of the native gene network to be controlled and update this mo-
del with the new states (and events) that can be achieved (generated)
by programmable synthetic biomolecules. This enlarged model is used
to solve a control task known as state attraction, which can be stated
as follows: find a supervisor that brings the system from an initial state
to a set of target states, keeping it there indefinitely. This supervisor
is then translated into design criteria of synthetic biomolecules.

Our thesis brings theoretical contributions to SCT and proposes a novel
approach to formalize the control of gene networks by means of synthe-
tic biomolecules. In the field of SCT, we extend the solution of the
state attraction problem for the case where plant events, besides being
partitioned into controllable and uncontrollable ones, are also divided
into forcible and non forcible, preemptable and non preemptable. This
rich partition, as shown throughout the thesis, is a result of concrete
biological assumptions regarding the dynamics of native and synthetic
genes. Still concerning the field of SCT, we show how concepts from
Hierarchical Control Theory — e.g. abstraction by state aggregation
and hierarchical consistency — naturally appear in the process of fin-
ding a solution for the posed control problem. The thesis shows also
how to design controllers that minimize the energy consumption and



that are implemented by synthetic biomolecules that are more easily
constructed.

The formalization we propose for the control of gene networks with
synthetic genes as a control problem is new in the literature, given that
the results concerning the intervention in the dynamics of biological
networks by means of synthetic molecules do not adopt procedures
from Control Theory to solve the problem, thus making it harder to
extend such approaches to networks with a more complex dynamics.
Keywords: Supervisory Control Theory. Systems Biology. Synthetic
Biology.
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1 INTRODUCAO

1.1 MOTIVACAO

Pouco menos de 60 anos separam a elucidagao da estrutura em
dupla hélice do DNA por Watson e Crick da sintese completa em 2010,
pela equipe de Craig Venter, de um genoma capaz de coordenar todas
as fungoes celulares de uma bactéria.

Ao longo dessas seis ultimas décadas, cientistas colecionaram
uma quantidade expressiva de resultados importantes para compreen-
sdo minuciosa desta peculiar forma de vida que habita a Terra, uma
vida codificada em linguagem quaternaria (i.e. A, T, C e G, letras
identificadoras dos quatro diferentes blocos construtores que compoem
a molécula do polimero DNA) e escrita como um complexo programa,
ainda nao completamente compreendido, cuja execugao é tarefa de uma
maquinaria celular igualmente abstrusa.

Decifrar os meandros da vida como a conhecemos nao é somente
um capricho da curiosidade humana. O entendimento pormenorizado
do software e do hardware que carregam os seres vivos é ponto de
partida para: a) melhor controlar a dinamica de processos bioldgicos
existentes; e b) engendrar novas fungées (ou, até mesmo, formas de
vida) ainda n&o implementadas pela natureza, mas titeis aos propositos
do homem contemporaneo.

Tal intervencao na dindmica de seres vivos, bem como a cons-
trugao de novas formas de vida, visando fins especificos nao é empreen-
dimento novo na histéria da humanidade. A antiga pratica de ingestao
de plantas para fins medicinais e o processo de selecao artificial de
animais conduzido desde a pré-historia (este ultimo fazendo emergir,
de uma tunica espécie de lobo, caes das mais variadas estirpes) dei-
xam evidente a predisposi¢ao do homem para alterar o fluxo normal
da dindmica de sistemas biologicos ou conferir-lhes novas matizes. No
entanto, foi o recente progresso cientifico na area de Biologia Mole-
cular, e sua articulagdo com disciplinas das Engenharias, Ciéncias da
Computagao e Matemética, que algou as possibilidades de manipulagao
da matéria organica a um patamar sem precedentes em nossa histoéria,
desvelando novas oportunidades e desafios, mas, em contrapartida, sus-
citando também muitas controvérsias (vide as contendas sobre pesquisa
com células-tronco ou uso de alimentos geneticamente modificados).

O rol de beneficios que a ciéncia moderna nos permite vislumbrar
é grande e inclui, em lista nao exaustiva, a reengenharia do metabo-
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lismo de microorganismos para producao de compostos de interesse
econdmico, como biocombustiveis, o controle da resposta do sistema
imune para minimizar riscos de rejeicao em transplantes de orgaos, a
manipulagao dos processos de diferenciagao e organizagao espacial celu-
lares para fabricar tecidos e 6rgaos, o controle de aspectos da fisiologia
humana para tratar ou curar doengas (BENENSON, 2012; KARLSSON;
WEBER, 2012) e o projeto e sintese de microorganismos inteiramente
novos, capazes de degradar poluentes nocivos em locais de dificil acesso
ou de reconhecer e invadir tumores humanos, destruindo-os (PURNICK;
WEISS, 2009).

Entretanto, a escolha de estratégias eficazes para intervengao em
seres vivos de modo a resolver os problemas contemporaneos mais pre-
mentes continua a ser tarefa desafiadora. Seres vivos sao sistemas orga-
nizados em niveis biologicos interdependentes (células, tecidos, 6rgaos)
e, j& no primeiro nivel da escada biologica, o celular, deparamo-nos
com um subsistema composto por diversos e heterogéneos compostos
quimicos (i.e. DNA, RNA, proteinas, metabélitos, etc.), que interagem
entre si de maneira complexa, com dindmicas variando de microssegun-
dos a horas, e dentro de um ambiente dominado pela aleatoriedade no
encontro entre as moléculas.

Modelar tais sistemas, como se intui, é tarefa drdua. E esse é so-
mente o primeiro passo na longa trajetoria de idealizacao e realizagao de
um outro sistema, que sera doravante chamado controlador, capaz de,
quando colocado em contato com o sistema biolégico sob anélise, alte-
rar o comportamento deste de maneira pré-especificada. Uma temética
com tamanhos desafios e potenciais impactos motiva-nos a estuda-la e
a trazer contribuicoes para seu avanco, o que faremos nesta Tese.

Para isso, o documento excursionard por temas como modela-
gem matematica de redes intracelulares e sintese de novas moléculas,
expondo como contribuigao central uma proposta para formalizagao do
processo de sintese e realizagao destas entidades denominadas contro-
ladores (ou supervisores), que, ao interagirem com um dado sistema
biolégico celular, possuem a propriedade de alterar sua dindmica.

Nossa Tese almeja, portanto, galgar um pequenissimo passo para
a escrita dos proximos anos dessa historia, que comecou com a desco-
berta do DNA e que traz um final tdo desconhecido quanto desafiador.
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1.2 ESCOPO DA TESE E CONTEXTO DA PESQUISA

Neste trabalho, trataremos do controle de sistemas biologicos em
nivel celular, mais especificamente, do controle das chamadas redes de
regulacao génica. Para adequada compreensao dos objetivos da Tese, e
da contribui¢ao que ela encerra, faz-se necessario que discorramos bre-
vemente sobre: a) o sistema a ser controlado, ou planta; b) os trabalhos
correlatos publicados na literatura técnica; e ¢) os métodos formais a
serem empregados nesta Tese. Um tratamento mais aprofundado desses
temas sera feito em capitulos posteriores.

Antes, cabe tecer algumas palavras sobre a propria escolha do
nivel celular para condugao da pesquisa. Como argumentam Wolke-
nhauer e coautores (WOLKENHAUER; MESAROVIC; WELLSTEAD, 2007),
a célula é a unidade bésica dos niveis mais altos de organizacao bio-
logica em seres multicelulares, o que as torna, assim, o principal foco
de pesquisa da comunidade dedicada & aplicacdo de métodos formais e
sistémicos as Ciéncias Biologicas. Por mais que a batida coordenada
de um coragao ou os pensamentos de um cérebro humano nao pos-
sam ser explicados unicamente pelas propriedades isoladas das células
que os compdem, compreender o comportamento daquelas é um passo
necessario para desvelar os mecanismos que as levam a interagir, cri-
ando entidades e fendmenos mais complexos. Ademais, em vérios casos
relevantes para a biotecnologia, os organismos envolvidos sao unicelu-
lares (ex.: bactérias) e, portanto, a célula confunde-se com o proprio
organismo.

A escolha desse nivel biologico, por si 86, ndo determina de forma
inequivoca as propriedades do sistema sob anélise. Embora todas as cé-
lulas conhecidas compartilhem varias caracteristicas — como o armaze-
namento da informagao hereditaria na molécula de DNA, a utilizagéo de
proteinas como catalisadores das reagdes quimicas, o emprego do RNA
como molécula intermediaria entre o DNA e as proteinas (ALBERTS et
al., 2008) — a descrigao e/ou a propria existéncia de muitos processos
biologicos intracelulares é afetada sobremaneira pela estrutura e orga-
nizagao internas da célula em questdo. As células de eucariotos, seres
vivos cujos materiais genéticos encontram-se separados em um compar-
timento denominado niicleo, sao, por exemplo, significativamente mais
complexas do que aquelas de procariotos, seres que nao possuem se-
¢ao distinta para abrigar o DNA. Por mais que haja diferencas entre
as variadas células, empregaremos nesta Tese, majoritariamente, prin-
cipios de funcionamento que sao universais a todos os sistemas vivos.
Quando esta premissa, entretanto, nao for valida, faremos o devido
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apontamento.

Independentemente de ser a célula um ser vivo auténomo, ou um
elemento integrante de um organismo multicelular, esse notavel bloco
construtor da vida pode ser retratado como um sistema dindmico que
reage a estimulos externos e a estados internos, tomando decisdes que
implicam, por exemplo, diferenciacao, divisdo e motilidade celulares,
além de secrecao de substancias e inducéo programada de sua morte. E
a combinagao coordenada dessas possiveis respostas, fruto de sofisticada
computagao molecular, que faz emergir os complexos comportamentos
adaptativos tao caracteristicos da vida em todos os niveis hierarquicos
da organizagao biolégica (BENENSON, 2012).

Ao longo do ciclo de vida de uma célula, portanto, ela constante-
mente: a) recebe informagoes do ambiente extracelular e mede o estado
intracelular; b) integra essas informagoes recebidas, reorganizando seu
padréao de ativacao génica; e ¢) absorve e degrada moléculas grandes, a
fim de obter energia e sintetizar outras moléculas necessérias para con-
cretizar as mais diferentes acoes. De maneira simplificada, e ndo com-
pletamente fidedigna, as fun¢des (a), (b) e (c) podem ser associadas as
redes bioldgicas intracelulares conhecidas como redes de sinalizacao, re-
gulagao génica e metabdlicas, respectivamente. Cada uma dessas redes
é formada por um conjunto particular de biomoléculas que interagem
de maneira especifica. E importante ressaltar que, embora as redes se-
jam divididas para fins de estudo, elas agem de maneira harmonizada
na realizagao das fungoes celulares vitais.

Como mencionado no primeiro paragrafo desta secao, dedicaremo-
nos ao controle das redes de regulagao génica. Essa classe particular
das redes intracelulares foi escolhida como porta-voz do comportamento
celular, pois é ela quem coordena os processos mais importantes (AL-
BERTS et al., 2008), como a diferencia¢ao celular, o ciclo que compre-
ende crescimento, replicagao do material genético e divisao celular, bem
como a adaptagao da célula as diferentes condigdes ambientais (varia¢ao
de temperatura, disponibilidade de nutrientes, etc.).

O comportamento das redes biologicas intracelulares em geral,
e das redes de regulacao génica em particular, é de dificil compreen-
sao e analise se descrito somente por meio de linguagem natural, uma
forma imprecisa e incompleta de representacao do conhecimento. Tal
fato ajudou a disseminar o emprego de modelos matematicos para for-
malizagao dos fendmenos biolégicos observados, e posterior analise do
comportamento dos sistemas envolvidos. A aplicacdo de métodos for-
mais a sistemas biolégicos nao é um empreendimento novo na ciéncia,
como atestam os esforcos passados da comunidade de Teoria de Siste-
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P

Figura 1 — Diagrama representativo de uma malha de controle tradi-
cional. O controlador recebe medidas y sobre o comportamento do
sistema P e, com base nessa informacgao, intervém em sua dindmica
pela geragao de uma entrada wu.

mas e Cibernética (WOLKENHAUER, 2001). No entanto, foram os re-
centes avangos nas tecnologias e no conhecimento de areas relacionadas
a Biologia Molecular que aceleraram a velocidade com a qual mode-
los matematicos de sistemas biol6gicos sao construidos, culminando em
um expressivo namero de publicacoes na area de pesquisa denominada
Biologia Sistémica (MACHADO et al., 2011; IDEKER; GALITSKI; HOOD,
2001; KITANO, 2002), do inglés Systems Biology.

Esses modelos matematicos sao empregados para diferentes pro-
positos (EPSTEIN, 2008), dentre os quais destacamos o controle da di-
namica dos sistemas sob anélise, com aplicacoes ja descritas na segao
anterior, e tema desta Tese. A area de Biologia Sistémica é, assim,
ponto de partida para as discussoes apresentadas neste documento.
Interessa-nos aqui o controle realimentado de um sistema biologico,
dentro de uma perspectiva fundada na Teoria de Controle. Nesse para-
digma, dados um sistema e uma especificacdo a que esse sistema deve
satisfazer, objetiva-se projetar um controlador C' que intervém no com-
portamento do sistema (entrada u) em fun¢do das saidas y que ele
observa, ou mede, como mostrado na Figura 1. A operacdo conjunta
de C e P da-se o nome de malha fechada. O comportamento de P,
desprovido da intervengdo do controlador C, é conhecido como com-
portamento em malha aberta.

A tematica de intervencao na dindmica de redes intracelulares,
segundo as concepgoes da Teoria de Controle, ja foi objeto de diver-
sos estudos da comunidade cientifica (CURY; BALDISSERA, 2013). De
maneira esquematica, podemos categoriza-los em pesquisas teoricas,
conduzidas estritamente no admbito de simulagdes computacionais, e
praticas, em que experimentos para controle in vivo de redes biologicas
foram efetivamente realizados.
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Quanto as pesquisas teoricas, Datta e colaboradores, por exem-
plo, basearam-se em técnicas de programacao dindmica e controle 6timo
para alterar o comportamento de redes de regulagao génica represen-
tadas por modelos probabilisticos (DATTA et al., 2007). Nesse trabalho,
sup6s-se que o sinal de controle pode ser implementado por meio da
ativacdo e/ou repressao de genes ja existentes na rede, embora nao se
tenha detalhado tal procedimento ou se justificado tal hipotese. Lang-
mead e Jha, por outro lado, analisaram o problema de controle de re-
des de regulagao génica sob a perspectiva de model-checking (CLARKE,
1999) e supuseram a possibilidade de introdugao de novos nodos para
implementar o sinal de controle obtido (LANGMEAD; JHA, 2008), tam-
bém sem oferecer um tratamento mais aprofundado de como fazé-lo e
de quais sao as restrigoes biolégicas intrinsecas ao método. Em outro
trabalho, Chaves e colegas derivaram controladores para redes de re-
gulagao génica modeladas por equacoes diferenciais lineares por partes
(CHAVES; GOUZE, 2011), tendo o aspecto da realizagao do controlador
sofrido das mesmas deficiéncias daqueles artigos ja citados.

Dentre os experimentos praticos, duas abordagens podem ser
elencadas. Na primeira delas, os autores valeram-se de dispositivos téc-
nicos externos para controlar em tempo real a dindmica de redes bioldgi-
cas sintéticas inseridas em uma populacao de fungos (MILIAS-ARGEITIS;
SUMMERS; LYGEROS, 2011; MENOLASCINA; BERNARDO; BERNARDO,
2011). As variaveis de interesse, em ambos os trabalhos citados, foram
medidas por um sistema de microscopia externo e enviadas a um com-
putador, no qual algoritmos decidiam, entao, qual entrada de controle
deveria ser aplicada para atender as especificagbes. A entrada era, por
fim, aplicada ao sistema por meio de dispositivos de microfluidica (ME-
NOLASCINA; BERNARDO; BERNARDO, 2011) ou por um gerador de pul-
sos de onda eletromagnética (MILIAS-ARGEITIS; SUMMERS; LYGEROS,
2011).

Uma maneira diferente de abordar o problema de controle de
redes biolégicas intracelulares foi apresentada por Bagh e colaboradores
(BAGH; MANDAL; MCMILLEN, 2011), que projetaram genes sintéticos e
os introduziram em bactérias, com o propésito de controlar a dindmica
da rede de regulagao génica envolvida com a ruptura da parede celular
de bactérias infectadas por virus. Os genes sintéticos inseridos mediam
as variaveis biologicas de interesse e respondiam de forma a satisfazer
a especificacdo desejada, qual seja, a de evitar a ruptura das paredes
celulares. Nesse trabalho, no entanto, nenhuma disciplina formal das
Engenharias respaldou o projeto dos genes sintéticos, ja que a dindmica
do sistema sob controle era demasiado simples.
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Adotaremos nesta Tese a segunda dessas abordagens, com o ob-
jetivo de garantir que o sistema em malha fechada atinja duas classes
possiveis de especificagoes:

e Evitar um determinado estado celular, ou uma regiao dos estados
possivelmente atingida pelo sistema biol6gico em malha aberta.
Os estados a serem evitados podem, por exemplo, estar associa-
dos a distarbios na fisiologia celular, como parece ser o caso de
atratores ligados a diferentes tipos de cAncer (HUANG; ERNBERG;
KAUFFMAN, 2009);

e Conduzir a célula a um conjunto especifico de estados, mantendo-
a af indefinidamente. A relevancia biologica dessa especificagao
pode ser entendida por meio de dois exemplos. No primeiro caso,
se os diferentes tipos celulares (neurénios, células musculares, cé-
lulas epiteliais, etc.) sdo interpretados como atratores do espago
possivel de fenotipos (KAUFFMAN, 1993), quer dizer, como esta-
dos estaveis a pequenas perturbagoes, entao levar uma célula de
um atrator a outro pode ser interpretado como induzir a diferen-
ciagao celular. Promover tais “caminhadas” no espago de estados
celulares poderia resultar em enormes avancos em &areas como
Engenharia Tecidual e terapia com células-tronco (WEBER; FUS-
SENEGCER, 2009). Como segundo exemplo, citamos aquele de
conduzir uma célula tumoral para a regiao do espago de estados
associada & morte celular programada.

Tais especificagbes para o sistema em malha fechada mostram
que muitos problemas biologicos relevantes podem ser resolvidos, mesmo
que o sistema em malha aberta nao satisfaga aquelas condi¢oes mais
conservadoras de controlabilidade difundidas na literatura da Teoria de
Controle, analisadas, para o caso especifico das redes biolégicas, no ar-
tigo de Liu et al. (LIU; SLOTINE; BARABASI, 2011). Em outras palavras,
nao é necessario que o sistema biologico se deixe controlar “livremente”
para que a aplicabilidade das técnicas de controle se potencialize.

Para projetar um controlador que altere o comportamento de
uma dada rede de regulacao génica, utilizaremos como arcaboucgo teo-
rico ideias advindas da Teoria de Controle Supervisorio, TCS (CASSAN-
DRAS; LAFORTUNE, 2008). O emprego de tais técnicas para o problema
citado é novo na literatura. Brevemente, na TCS, a sintese de controla-
dores é realizada por meio de algoritmos (procedimentos bem definidos)
que recebem como entrada um modelo logico da planta e as especifi-
cagoes para o sistema em malha fechada. Ambos, em geral, sao repre-
sentados por autématos finitos, objetos matematicos caracterizados, a
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grosso modo, por um conjunto discreto de estados e por uma funcao de
transicao de estados mediada pela ocorréncia de eventos. Como saida,
o algoritmo prové a especificagdo de um supervisor S, o controlador,
que interage com a planta da seguinte forma: S observa a ocorréncia
de um evento da planta em malha aberta (alguns eventos podem ser
nao observaveis). S, entdo, decide quais eventos da planta devem ser
restringidos, ou mesmo, forcados. A agdo de controle do supervisor S
pode mudar a cada nova ocorréncia de um evento observavel da planta
(CASSANDRAS; LAFORTUNE, 2008).

Aqui cabe voltar, brevemente, ao problema de modelagem. Dado
que a TCS sera o arcabouco de controle utilizado, admitiremos que o
comportamento das células pode ser abstraido por meio de autéomatos
finitos. Note que essa maneira de tratar sistemas biologicos nao é, de
forma alguma, artificial, pois: a) o conceito de um conjunto discreto
de estados aparece naturalmente na Biologia (p.e. os seres vivos mul-
ticelulares possuem um ntmero finito de tipos celulares, dentre eles as
células neuronais, epiteliais, musculares, etc.); e b) a dindmica orien-
tada a eventos também é ubiqua no comportamento biolégico (p.e. a
ativacao de uma proteina por um metabolito pode causar mudancas
abruptas no estado celular, como a ativa¢do de um gene).

Uma vez encontrado o supervisor que satisfaga as especificagoes
para o sistema em malha fechada, suporemos, nesta Tese, que sua reali-
zagao se dard por meio de genes sintéticos, ou seja, genes que sao proje-
tados e construidos com o tnico propoésito de alterar o comportamento
da célula em questao. Como ja argumentado em outro artigo (BENEN-
SON, 2012), os circuitos existentes na natureza, capazes de executar
computagoes sofisticadas, sao, por si s6, uma clara indicagao de que as
funcoes de sensoreamento, controle e atuagao podem ser realizadas por
moléculas. Ademais, moléculas sintéticas interagem com redes biolo-
gicas nativas sem demandar quaisquer alteragbes do material genético
celular ja existente, como requerido pela abordagem que emprega equi-
pamentos técnicos externos. Logo, em nosso trabalho, sera estabelecida
uma ponte natural entre a Biologia Sistémica e a area denominada Bi-
ologia Sintética (ANDRIANANTOANDRO et al., 2006; KHALIL; COLLINS,
2010), dentro do contexto de controle de sistemas biologicos.

1.3 CONTRIBUICOES

As principais contribui¢oes desta tese sdo:

1) Formalizagao do problema de controle de redes de regulagao génica
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por meio de genes sintéticos como um problema de Controle Super-
visorio;

Extensao da Teoria de Controle Supervisorio para tratar o pro-
blema de alcangabilidade estrita de estados (i.e. levar o sistema
de um estado inicial a um conjunto de estados finais, mantendo-
0 nesse conjunto), quando ao supervisor é permitido: a) habilitar
ou desabilitar certos eventos; e b) forcar eventos, preemptando um
subconjunto dos possiveis eventos da planta. Outros pesquisadores
abordaram o problema de alcangabilidade estrita, sem, no entanto,
conferir ao supervisor a capacidade de preemptar outros eventos
(BRAVE; HEYMANN, 1989; KUMAR; GARG; MARCUS, 1993). Como
veremos, a preempcao em nosso trabalho esté intrinsecamente vin-
culada a hipéteses sobre a dindmica dos genes nativos e sintéticos.
Preempgao de eventos também ja foi tema de pesquisa na litera-
tura de Sistemas a Eventos Discretos (GOLASZEWSKI; RAMADGE,
1987; BRANDIN; WONHAM, 1994). No trabalho de Golaszewski e
Ramadge (GOLASZEWSKI; RAMADGE, 1987), por exemplo, eventos
forcados sdo aqueles impostos por uma entrada externa, capazes
de preemptar todos os eventos da planta (hipotese de preempgao
forte). No trabalho de Brandin e Wonham, por outro lado, even-
tos for¢dveis sao introduzidos no contexto de modelos temporizados
(aqueles em que a passagem do tempo aparece explicitamente no
modelo), preemptando somente os eventos associados a passagem
do tempo. Em nossa Tese, adotaremos essa nocao fraca de pre-
empcao, com uma diferenca substancial: o conjunto de eventos que
podem ser preemptados pode ser qualquer subconjunto dos eventos
da planta, e nao somente aqueles que captam o fluir do tempo, e tal
escolha, como mencionado acima, dar-se-4 em funcao da dindmica
dos processos biolégicos associados & expressao dos genes nativos e
sintéticos;

Determinagao de condicoes necessarias e suficientes para existéncia
de supervisores que resolvem o problema formalizado;

Desenvolvimento de algoritmo capaz de selecionar aqueles supervi-
sores que: a) resolvem o problema de controle formalizado e b) sao
realizados por genes sintéticos com menor complexidade de constru-
Gao;

Desenvolvimento de algoritmo capaz de selecionar aqueles super-
visores que: a) resolvem o problema de controle formalizado e b)
resultam no menor consumo de energia para a célula;
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Figura 2 — Estrutura dos capitulos da Tese segundo o diagrama tradi-
cional da Teoria de Controle.

6) Avaliagdo do desempenho, das hipoteses e dos desafios da proposta
de controle desenvolvida nesta Tese, quando aplicada ao controle de
redes de regulagao génica modeladas por equagoes diferenciais.

1.4 ORGANIZACAO DO DOCUMENTO

A estrutura linear deste documento pode ser enquadrada logi-
camente no classico diagrama de realimentacao da Teoria de Controle,
representado na Figura 2, em que P e S denotam, respectivamente, o
sistema a ser controlado e o supervisor (ou controlador).

Vinculados a planta P da Figura 2, estao os capitulos 2 e 3, que
tratam do sistema a ser controlado de uma perspectiva (i) conceitual
e (ii) formal, isto é, fundada na apresentagao dos diferentes modelos
matematicos existentes na literatura para redes de regulagao génica.

No capitulo 4, mostram-se diferentes estratégias para controlar
a dindmica de sistemas biologicos celulares, articulando, desta forma,
todos os elementos da Figura 2. Esse capitulo inclui, também, os concei-
tos principais para compreensao de como moléculas capazes de medir,
controlar e agir podem ser fabricadas; ou seja, como sensores, controla-
dores e atuadores podem ser traduzidos do universo matemaético para
o nivel molecular.



29

O capitulo 5 traz os principais resultados e contribuigoes do tra-
balho, como formalizacao do problema de controle e apresentagao das
condicOes mateméticas necessarias e suficientes para sua resolugao.

Se mais de um supervisor S resolve o problema de controle, pode-
se levantar a questao de quais solugoes sao as “melhores”, em que a
comparacao de uma solucdo com a outra depende da definicdo de uma
métrica (p.e. consumo de energia). Esse problema de otimidade é
tratado no capitulo 6.

O emprego da Teoria de Controle Supervisério pressupoe a exis-
téncia de um modelo a eventos discretos para o sistema a ser controlado,
ou seja, um modelo calcado em dois conceitos béasicos: a) a existéncia
de um conjunto discreto de estados; e b) a existéncia de eventos que
levam o sistema de um estado a outro, conferindo-lhe dindmica. No
entanto, as redes de regulagao génica, que correspondem as plantas P
neste trabalho, sao comumente modeladas por um formalismo matema-
tico diferente, as equagoes diferenciais ordinarias, em que o conjunto
de estados que o sistema pode assumir é continuo, sendo a mudanga
de estados determinada pela passagem do tempo e nao pela ocorréncia
de eventos. Portanto, é de interesse investigar como o ferramental de-
senvolvido nesta Tese se articula com plantas modeladas por equagoes
diferenciais, o que é feito no capitulo 7.

Finalmente, no capitulo 8, faz-se uma discussao global do tra-
balho realizado, pontuando os resultados, desafios e perspectivas para
trabalhos futuros.

Por se tratar de uma tese interdisciplinar, seu contetido costura
tecidos de variados dominios, em diferentes niveis de abordagem e vol-
tados a publicos especificos. Sugerimos, pois, trés maneiras distintas
de lé-la (Figura 3): uma voltada aos pesquisadores advindos das En-
genharias, Matemaética ou Ciéncias da Computacao (grupo 1); outra
direcionada aqueles advindos de uma formagao fortemente biologica
(grupo 2); e, por altimo, uma apropriada aos membros da comunidade
de Biologia Sistémica, familiarizados com o problema biolégico e com
os respectivos métodos formais (grupo 3). Essas trés maneiras distintas
de olhar a mesma Tese sao esquematizadas na Figura 3.
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Figura 3 — Sugestoes de leitura dos capitulos da Tese. As circunferén-
cias maiores indicam os capitulos com mais contribuigoes originais do
documento.
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2 FUNDAMENTOS DE BIOLOGIA CELULAR

2.1 PROTEINAS E FUNCOES CELULARES VITAIS

As células sdo a unidade béasica da vida. Presentes na totalidade
das dezenas de milhoes de espécies existentes na Terra, as células exi-
bem todas aquelas caracteristicas que demarcam a fronteira entre a vida
e a matéria morta (ALBERTS et al., 2008). Elas autorregulam-se, ajus-
tando seu meio interno em resposta a variacoes do ambiente, replicam-
se e processam quimicamente moléculas maiores para delas extrairem
energia e blocos construtores de outras macromoléculas. Comunicam-se
entre si e, por isso, permitem-se formar estruturas maiores, que podem
alcancgar as trilhoes de células, fazendo emergir um tipo de organizagao
tao complexa que é capaz de refletir sobre si mesma, como acontece
com os seres humanos.

De um ponto de vista mais formal, as células sao sistemas dind-
micos que a) reconhecem estimulos externos e medem estados internos;
b) integram essas informagoes para tomada de decisdes coordenadas;
e ¢) ensejam agoes correspondentes, como diferenciacdo e replicagao,
por exemplo. Para viabilizar a implementacao de todas essas fungoes,
as células necessitam de energia livre, que obtém a partir da degrada-
¢ao de compostos advindos do meio externo. Todas as fungoes logicas
citadas resultam de interagoes fisico-quimicas entre inimeros compos-
tos, interagoes estas altamente dependentes da configuracao espacial de
cada um deles. Forma e fungao, portanto, nao estao dissociadas, é a
natureza adiantando-se aos preceitos da arquitetura moderna.

Em todas as fungoes celulares concebiveis, as proteinas exercem
um papel de destaque. Segundo um excerto do livro Biologia Molecular
da Célula (ALBERTS et al., 2008):

As enzimas [tipo de proteinas| constituem as intricadas su-
perficies moleculares que promovem suas miltiplas reagoes
quimicas em uma célula. As proteinas imersas na mem-
brana plasmatica formam canais e bombas que controlam
a passagem de pequenas moléculas para dentro e para fora
das células. Outras proteinas carregam mensagens de uma
célula para a outra, ou agem como integradoras de sinais,
direcionando conjuntos de sinais da membrana plasmatica
para o nucleo celular. Outras, ainda, funcionam como mi-
nisculas maquinas moleculares com partes moéveis: as cine-
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Figura 4 — Ativacao de uma proteina apos ligar-se a um metabdlito.

sinas, por exemplo, impulsionam organelas pelo citoplasma
(...). Proteinas especializadas agem como anticorpos, toxi-
nas, horménios, moléculas anticongelantes, fibras elasticas,
cordas ou como fontes de luminescéncia.

As Figuras 4 e 5 ilustram, respectivamente, uma possivel mu-
danca de conformacao na estrutura de uma proteina ao ligar-se a um
metabolito intracelular, que a ativa, e duas das possiveis funcoes celu-
lares conduzidas por proteinas especializadas.

Dado que as proteinas sao sintetizadas a partir de informacgoes
contidas nos genes, em um processo que sera detalhado adiante, resta
claro que a compreensao da dindmica celular passa pelo entendimento
de quando e como cada um dos genes é ativado, disparando a sintese
desses relevantes polimeros biologicos que sao as proteinas.

2.2 EXPRESSAO GENICA: TRANSCRICAO E TRADUCAO

O processo de sintese de proteinas, também chamado de expres-
sao génica, € composto por duas etapas principais: a transcri¢cao, em
que a informacao hereditaria armazenada no DNA é utilizada como
molde para a geragao de uma molécula de RNA, e a tradug¢do, em que
a proteina é sintetizada a partir dessa molécula intermediaria de RNA.
Algumas vezes, o produto final da expressdo génica é o proprio RNA
e, portanto, o processo finda na transcricdo. Quando isto ndo acon-
tece, a molécula intermediaria de RNA é denominada RNA mensageiro,
mRNA.

Essa sequéncia de conversao molecular faz-se necessaria, pois o
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Figura 5 — Dois dos muitos papéis desempenhados pelas proteinas em
células: em (a) uma enzima catalisa uma rea¢do quimica de degra-
dacdo do composto A; em (b) uma proteina no papel de receptor na
membrana plasmatica (MP) liga-se a uma molécula extracelular (ex.:
hormonios, representados por esferas na figura), resultando em mudan-
¢as na estrutura quimica de moléculas no meio intracelular.

DNA é eficiente como meio de armazenagem e replicacdo da informa-
¢ao hereditaria, mas se mostra inapto para executar as mais diversas
fungoes celulares (p.e., catalisar reagbes quimicas). As proteinas, por
outro lado, sao altamente flexiveis para desempenhar inimeras tarefas,
mas inabeis para se autorreplicar. Utilizando moléculas distintas, a
vida extrai o que ha de melhor em cada uma delas.

DNA, RNA e proteinas, as trés principais moléculas envolvidas
na expressao de um gene, sao polimeros, ou seja, moléculas formadas
pelo encadeamento de compostos quimicos menores, os mondémeros. O
DNA é uma molécula de fita dupla. Cada fita é formada por uma
sequéncia dos monomeros adenina, timina, citosina e guanina, repre-
sentados pelas letras A, T, C e G, respectivamente. O monoémero A
de uma fita liga-se, por afinidade quimica, ao T da outra, enquanto o
monomero C pareia-se com o G. Esse pareamento entre as fitas do DNA
confere a molécula a sua célebre estrutura espacial rigida no formato
helicoidal.

Os blocos construtores do RNA também sao quatro, A, U, C e
@G, com a uracila substituindo a timina que aparece no DNA. Os mono-
meros A, T, C, G e U sdo também chamados de nucleotideos. Uma
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Figura 6 — Representagao esquematica dos processos de transcricao e
tradugdo de um gene. Cadeias de aminoacidos (simbolizados aqui pelas
iniciais Thr, Asp, Glu, Leu) podem assumir uma gama enorme de con-
formacoes espaciais com diferentes propriedades quimicas, o que lhes
confere grande variedade funcional. A molécula de DNA, por outro
lado, apresenta-se em uma configuragao rigida, mas extremamente efi-
ciente para replicagao e armazenamento da informacao hereditaria.

outra diferenca significativa entre RNA e DNA reside no fato de que o
RNA é uma molécula de fita simples. Como consequéncia, sua estrutu-
ral espacial néo é rigida como a do DNA, mas flexivel, dependente da
sequéncia de nucleotideos que a compoem.

As proteinas, por sua vez, sdo constituidas por aminodcidos,
mondmeros radicalmente diferentes daqueles que compéem o DNA e
o RNA. Sao 20 os aminoacidos presentes na natureza. Suas diferentes
propriedades quimicas conferem as proteinas uma grande flexibilidade
em termos de conformagao espacial e, portanto, funcional. A Figura 6
mostra esquematicamente as etapas de transcrigao e tradugao e destaca
como a informacao contida nos genes é codificada de maneira diferente
nas trés moléculas, que, como descrito, possuem propriedades distintas.

Ambas as etapas do processo de expressao génica, transcrigao
e tradugao, demandam a participagao de uma complexa maquinaria
biomolecular, que “l&” e converte a informacao contida no DNA em
cadeias proteicas, como se depreende da exposic¢ao simplificada contida
nos paragrafos que seguem. Uma apresentacao mais detalhada dos
processos de transcrigao e tradugao pode ser obtida em referéncias de
Biologia Celular (ALBERTS et al., 2008).



35

A sintese de um RNA a partir da informagao contida no gene
¢é catalisada por uma proteina, a enzima RNA polimerase (RNAP).
Essa enzima ancora-se em uma regiao génica denominada promotor, e
move-se ao longo do DNA, catalisando a formagao de uma cadeia de
RNA cuja sequéncia de nucleotideos é complementar aquela do trecho
de DNA lido. Em outras palavras, sempre que a RNAP confronta-se
com um mondémero A, T, C ou G no DNA, ela adiciona um mond-
mero U, A, G ou C, respectivamente, a fita do RNA em formacao. A
RNAP comete, aproximadamente, um erro a cada 10* nucleotideos co-
piados (por vezes, a RNAP pode corrigir o erro cometido, retirando o
nucleotideo erroneamente adicionado e substituindo-o pelo correto).

A decodificacao da informacao contida no DNA em uma proteina
funcional dé-se na etapa de traducdo. E nesse passo que um polimero
composto por quatro diferentes nucleotideos, o RNA, é utilizado para
gerar uma molécula escrita em uma linguagem tao diferente como é
aquela das proteinas, composta por 20 aminoacidos. Essa tarefa é,
em grande parte, conduzida por uma maquina molecular denominada
ribossomo, uma associagdo de mais de 50 proteinas diferentes, e por
RNAs especiais chamados RNA transportadores, tRNA. Assim como
a RNAP localiza um sitio especifico no DNA para se acoplar e iniciar
a transcrigao, também o ribossomo reconhece uma regiao especifica do
RNA antes de dar inicio & tradugdo. Uma vez iniciada, a cadeia de
RNA ¢ processada pelo ribossomo, que a cada trés nucleotideos asso-
cia um aminoacido especifico, usando para isso os tRNAs. Ou seja, as
“palavras” do RNA, chamadas codons, possuem trés letras e sdo tradu-
zidas, com auxilio de um “dicionario molecular”’, para um aminoacido
em particular. Existem 4 x 4 x4 = 64 c6dons a serem mapeados em um
conjunto de 20 aminoécidos. Como tal fungdo nao pode ser injetora,
diferentes codons codificam, entao, para o mesmo aminoacido. Dessa
forma, diferentes RNAs podem resultar na mesma proteina. Palavra a
palavra, prossegue o ribossomo na traducao, até que o “texto” proteico
se finalize.

O processo de leitura do DNA e correspondente sintese proteica
nao acontece, necessariamente, a todo o momento e com a mesma in-
tensidade. Ele é controlado e modulado pelo contexto quimico celular,
ou o estado celular, como sera detalhado na proxima segao.
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2.3 REDES DE REGULACAO GENICA

Determinadas proteinas, denominadas proteinas de requlacao gé-
nica ou simplesmente fatores de transcrigdo, possuem a capacidade de
ligar-se a regioes especificas do DNA, interferindo no acoplamento da
RNAP a regido promotora, ora facilitando-o, ora inibindo-o. Os pro-
dutos finais dos genes, as proteinas, podem, portanto, alterar o inicio
da expressao génica. Logo, o fluxo de informagoes na célula é bidire-
cional, do DNA as proteinas, e destas, aquele. A ideia de que genes
podem ser ativados ou desativados por proteinas é relativamente nova,
tendo sido desenvolvida na metade do século XX a partir de estudos
com bactérias (ALBERTS et al., 2008). Estima-se, por exemplo, que
aproximadamente 8% de todos os genes em seres humanos (um nimero
em torno de 25.000) codifiquem fatores de transcrigdo, o que mostra a
importancia do mecanismo de regulagao da ativacao génica.

Um gene pode influenciar a transcrigdo de um ou mais genes, in-
cluindo a si proprio, por meio do fator de transcrigao por ele codificado.
Mais de um gene pode impactar na expressao de um mesmo gene, por
meio da associagdo cooperativa das proteinas de regulacio génica (por
vezes, centenas de fatores de transcrigao controlam a expressao de um
unico gene). Tais propriedades dos fatores de transcrigdo implicam a
formacao das chamadas redes de regulacao génica, que, por coordena-
rem a ativagao ou repressao de intimeros outros genes, exercem papel
destacado na dindmica celular. Nessas redes, os nodos representam ge-
nes, e um arco partindo de um gene a outro indica o impacto que aquele
possui na transcri¢ao deste, impacto, como ja comentado, exercido por
meio das proteinas de regulacao génica. A Figura 7 mostra um exemplo
de uma rede de regulacao em fungos.

Depreende-se do exposto que os genes possuem duas regioes
principais, com fungoes distintas: a regiGo codante, que especificara
4 maquinaria celular qual proteina deve ser produzida, ou seja, qual a
sequéncia de aminoacidos a ser sintetizada (o que fazer”); e a regido
de regulagdo, ou regido de controle génico (i.e. promotor mais sitios
de ligacao de fatores de transcrigdo ao DNA), que determina as cir-
cunstancias nas quais o gene seré transcrito (“quando fazer”). A Figura
8 mostra o padrao grafico que serd empregado neste documento para
retratar o gene e suas diferentes regioes.
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Figura 7 — Parte da rede de regulagao génica da levedura Saccharomy-
ces cerevisiae. Os nodos, identificados por cédigos alfanumeéricos, cor-
respondem aos genes, e as setas representam as relagbes entre genes.
Figura extraida de (ALBERTS et al., 2008).
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Figura 8 — Representagao de um gene e suas regides codante e de regu-
lacao.
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2.4 SISTEMA DE CONTROLE CELULAR: UM EXEMPLO

Para finalizar o capitulo, descreveremos um simples exemplo que
ilustra como a teia das redes biologicas é tecida de maneira que a célula
responda satisfatoriamente as condigoes do meio externo. O exemplo,
uma resposta adaptativa de bactérias a temperaturas externas elevadas,
foi retirado do livro Control Theory and Systems Biology (IGLESIAS;
INGALLS, 2010). Neste sistema realimentado (ver Figura 9), podem-se
identificar os seguintes elementos:

1. “quantidade de protefnas desnaturadas”, ou seja, a quantidade
de proteinas cujas estruturas tridimensionais foram danificadas,
como a variavel a ser controlada (a saida y do sistema);

2. “manter baixa a quantidade de proteinas desnaturadas”, como o
objetivo de controle, e

3. “quantidade de proteinas remodeladoras da estrutura de outras
protefnas”, como a entrada de controle wu.

A resposta ao choque térmico em bactérias é uma reacao celular
a elevadas temperaturas, dentre outras condigoes adversas. Tais condi-
¢oes frequentemente levam a danos na estrutura de diversas proteinas
e, como consequéncia, a perda de suas fung¢oes. Para assegurar a manu-
tencao das fungoes celulares mesmo em temperaturas elevadas, a célula
dispoe das chamadas proteinas de choque térmico (HSP, do inglés heat
shock proteins). Muitas das HSPs ajudam a remodelar aquelas protei-
nas desnaturadas; outras HSPs degradam e removem as proteinas sem
funcdo. A resposta bacteriana deve manter um fino compromisso entre
o efeito restaurador provido pelas HSPs e os custos, material e ener-
gético, associados a sintese dessas proteinas. Na bactéria E. coli, esse
balanco é atingido por meio de uma arquitetura intricada de lagos de
controle centrados na proteina 032, que ao se acoplar com a RNAP, per-
mite o inicio da transcri¢ao dos genes que codificam as HSPs, iniciando,
assim, a sintese delas.

A baixas temperaturas, a tradugdo do mRNA que codifica para
a proteina 032, rpoH, é impossibilitada por questdes moleculares estru-
turais. A elevadas temperaturas, no entanto, essas condigoes adversas
a traducdo desaparecem, permitindo a sintese da proteina 32 e, por
isso, a produgdo das HSPs. Esse mecanismo, em linguagem da teoria
de controle, implementa, portanto, um sensor de temperatura, associ-
ado a uma resposta de controle do tipo feedforward, ja que a bactéria
responde a uma condigdo externa (o aumento da temperatura), antes
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Figura 9 — Representacao do sistema de controle implementado por
bactérias para reagir ao aumento da temperatura intracelular, evitando
desnaturacao de proteinas. A linha enovelada em P denota proteinas
com estrutura e forma preservadas, ao passo que a linha estendida
representa a proteina desnaturada. A variavel a ser controlada y é a
concentracdo de proteinas desnaturadas. A regulacdo dessa variavel é
obtida pela manipulagao de u, a concentragao de proteinas HSP.
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mesmo de haver desnaturacao das proteinas (a variavel a ser controlada,
ou a saida da planta).

Essa resposta feedforward aumenta os niveis de HSPs, que inte-
ragem com as proteinas cujas estruturas espaciais foram danificadas,
remodelando-as ou degradando-as. As HSPs em excesso, por sua vez,
acoplam-se & proteina o2, desativando-a.

Assim, a realimentagao negativa, descrita no paragrafo anterior,
e a acao feedforward relatada agem orquestradamente para garantir um
baixo nivel de proteinas desnaturadas, com reduzido custo energético
na sintese de biomoléculas.

Note que, conforme apontado por Hana El-Samad (IGLESIAS;
INGALLS, 2010), as fungbes de sensoreamento, controle e atuagao da
malha de controle bioloégico descrita nao sao separadas como acontece
na maioria dos sistemas técnicos, embora elas estejam presentes. O
exemplo ilustra também que desvendar a fungao de determinadas vias
bioquimicas celulares nao é tarefa facil, j& que envolve a participagao
de intameras moléculas que interagem entre si, formando sistemas de
controle que, em geral, nao revelam, didaticamente, sua organizacao
logica.
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3 MODELAGEM DE REDES DE REGULACAO
GENICA

3.1 CONCEITOS PRELIMINARES

Discorreremos nesta se¢ao sobre os conceitos de sistema, modelo
e estado de um sistema, defini¢coes centrais para o entendimento das
discussoes propostas nesta Tese.

Existem intimeras acepgoes para sistema, em um espectro que
vai das mais populares e difundidas, como aquelas encontradas em di-
cionarios comuns, s mais técnicas e intrincadas, por exemplo, “sistema
é uma familia de mapeamentos de um espaco topologico nele mesmo”
(MESAROVIC; TAKAHARA, 1989). Counsideraremos, para nossos fins,
que um sistema é um conjunto de entidades, concretas ou abstratas,
relacionadas entre si e cujo comportamento coletivo se deseja estudar.
A tudo aquilo que esta fora do sistema, denominaremos ambiente. A
definicao de sistema, assim, é subjetiva, pois a demarcagao da fronteira
entre sistema e ambiente depende das motivagoes de quem o analisa.
No contexto biolégico, por exemplo, o que é ambiente para um bi-
oquimico que estuda especificamente a via de degradacao da glicose, é
encampado na concepgao de sistema para aquele bidlogo interessado no
comportamento da célula como um todo. A delimitacio entre sistema
e ambiente ja é, por isso, consequéncia de uma abstracdo da realidade,
um primeiro passo na construgao de um modelo do objeto sob anélise.

Ao se estudar um sistema, deseja-se, em geral, compreender de
que forma a manipulagao de alguns de seus atributos altera o comporta-
mento de outros atributos que o caracterizam. Por exemplo, interessa
ao pesquisador que investiga uma rede de regulagao génica, seu sis-
tema, descrever como varia a taxa de transcricao de um dado gene
dessa rede, um atributo do sistema, ao se aumentar ou diminuir a con-
centragao intracelular de uma proteina de regulacao génica especifica,
outro atributo. Os atributos passiveis de manipulagao e aqueles cujos
comportamentos pretende-se observar estao associados ao conceito de
entrada e saida do sistema, respectivamente. A observacido da saida
de um sistema corresponde & observagao de um fenémeno por ele ge-
rado. Um sistema pode ser visto, consequentemente, como um mapa
que relaciona entradas a saidas, ou ainda, como um agente capaz de
tomar decisoes, produzindo respostas (a saida) a cada estimulo vindo
do ambiente (a entrada), de maneira a atingir um determinado objetivo
(MESAROVIC; TAKAHARA, 1989).
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O estudo de um sistema, entretanto, ndo se limita somente & ob-
servacao passiva de seu comportamento quando estimulado. Busca-se
na pesquisa entender o “porqué” da saida observada, de maneira que
se possa antecipar a resposta do sistema a um estimulo, sem a neces-
sidade de experimentagao pratica, porque impossivel, inviavel, custosa
ou moralmente indesejavel (veja-se o embate na area de experimentagao
animal). O ser humano deseja, assim, prever fenémenos.

A forma adotada pela ciéncia para lograr éxito nessa tarefa passa
pelo estabelecimento de uma relacao entre o sistema sob analise e um
sistema formal, nao necessariamente unico, caracterizado por propo-
sigoes e regras de produgdo que, aplicadas as proposicoes, originam
novas proposigoes (ROSEN, 1991). Embora os sistemas formais existam
independentemente dos sistemas reais, ambos relacionam-se a partir
do estabelecimento de uma semdntica para o sistema formal, ou seja,
uma interpretagao das proposicoes e regras de produgao que guarde
um vinculo de significacdo com o sistema real estudado. Assim, intui-
tivamente, as proposi¢oes validas do sistema formal estao relacionadas
aos possiveis fendmenos observados no sistema real, enquanto as regras
de produgao, ao conjunto de leis que regem o comportamento deste
sistema.

Para exemplificarmos as ideias acima, considere uma rede de
regulacgao génica composta por dois genes que se reprimem mutuamente
pela acao dos fatores de transcricdo que eles codificam, como mostrado
na Figura 10. Considere também um modelo formal composto pelos
seguintes elementos:

1. Proposigdes: P, = (0,0), P, = (0,1), P; = (1,0) e Py = (1,1),
em que cada uma delas é interpretada como uma assertiva sobre o
estado de cada um dos genes da rede, ativado ou desativado, 1 ou
0, respectivamente. P3 = (1,0), por exemplo, denota a situagao
em que v; estd ativado (i.e., sendo expresso) e v, desativado;

2. Regra de produgao: ‘R; = Se (0,0), entao (1,0)’. Essa regra
pode ser interpretada como ‘se ambos os genes estao desativados,
ou seja, na auséncia dos inibidores, v, é ativado antes de v .

Suponha, ainda, que montemos um experimento em que vy € vs
estejam ambos desativados, situagao correspondente & proposicao de
partida P; no sistema formal. Aplicando-se a regra R; & proposi¢ao
Py, obtém-se a proposigao P3. Assim, se o sistema formal capta adequa-
damente o comportamento do sistema real, poder-se-a inferir que, em
algum instante futuro, o gene vy seré ativado, enquanto v, permaneceré
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Figura 10 — Configuracdo de uma rede de regulacdo génica mutua-
mente repressora, composta por dois genes v; e vo. Os genes vy e vy
sao expressos na auséncia dos homodimeros formados pelas proteinas
ug (codificada por vs) e u; (codificada por v), respectivamente. Os
dimeros acoplam-se & regiao promotora do gene-alvo, impedindo a li-
gacao do gene com a RNAP. (a) v; sendo expresso, inibindo ve. (b) vg
sendo expresso, inibindo v.

desativado. Note que a predicao do comportamento da rede de regula-
¢ao génica pressupoe: a) uma forma de codificar observagoes do sistema
real em proposigoes do sistema formal; b) a aplicacao da(s) regra(s) de
producao do sistema formal & proposigao valida; e ¢) uma maneira de
decodificar proposi¢oes do sistema formal em observacoes do sistema
real. Essa relacao entre o sistema formal e o sistema real esta parcial-
mente representada na Figura 11 (ROSEN, 1991). Idealmente, busca-se
um sistema formal que satisfaga as seguintes propriedades:

e se um fendomeno A do sistema real é observado num dado mo-
mento, e A é causa de um outro fendomeno B, entdo é verdade
que a aplicacao da(s) regra(s) de producao do sistema formal a
proposi¢ao que corresponde a codificacao de A resulta em uma
proposi¢ao que, quando decodificada, é igual a B; e

e se a aplicagdo da(a) regra(s) de producao do sistema formal a uma
proposicao P; qualquer resulta em uma proposicao P;, entdo o
fenémeno correspondente & decodificagdo de P; no sistema real é
causa para a ocorréncia do fenémeno que resulta da decodificagao
de P G-
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Figura 11 — Sistemas formais podem ser utilizados para prever o com-
portamento de sistemas reais. Nesse caso, codifica-se um fenémeno
observado como uma proposi¢ao do sistema formal (na Figura, A é co-
dificado em Py), aplicam-se as regras de producao do sistema formal a
proposicao Pp, decodificando-se as proposigoes resultantes (na Figura,
P3) em fendomenos do sistema real (saida B).

Se ambas as propriedades sao validas para todas as situagoes de inte-
resse, tem-se, dentro desse contexto, um modelo para o sistema real.
Nao existe nenhum procedimento conhecido para obtencao de um sis-
tema formal com tal propriedade. A modelagem de um sistema, assim
sendo, é uma arte (ROSEN, 1991).

Dados um sistema real e um sistema formal que o modele, o
estado do sistema real pode ser definido como o minimo conjunto de
seus atributos que precisam ser conhecidos (e codificados) no modelo,
de modo que a aplicacao das regras de producao deste resultem em
somente uma unica proposigao possivel (e, por conseguinte, uma saida
observavel).

O conhecimento do estado atual do sistema, assim, elimina a
necessidade de registro de seu passado na tarefa de precisar o futuro
(MESAROVIC; TAKAHARA, 1989) e, além disso, conduz a uma predigao
deterministica do comportamento do sistema. Logo, por essa definigao,
muito influenciada pelos pressupostos da mecanica newtoniana, conhe-
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cido o estado atual, s6 existe um futuro para o sistema em questao, ndao
havendo, pois, espago para estocasticidade. Tal concepgao tornou-se
célebre no experimento mental denominado Deménio de Laplace (MIT-
CHELL, 2009), que conclui ndo existir incerteza para um intelecto capaz
de determinar com precisao absoluta o estado atual do universo (que,
nesse caso, faz o papel de sistema).

Embora tal determinismo absoluto tenha se eclipsado pelas in-
terpretagoes modernas da Mecanica Quéntica, o conceito de estado
continua a desempenhar papel central na ciéncia moderna (ROSEN,
1991), seja na figura da fungdo de onda em sistemas quinticos, seja
nas abstra¢oes newtonianas do mundo macroscopico que nos cerca. Ha
autores, no entanto, que questionam esse paradigma da ciéncia mo-
derna, calcado na nogao de estados, quando aplicado & compreensao
dos fendmenos centrais da vida (ROSEN, 1991).

Na maioria das aplicagdes praticas, no entanto, as informagoes
necessarias para predizer unicamente o comportamento de um dado
sistema sdo muitas, o que implicaria dificuldades técnicas, até mesmo
impraticabilidade, para medigao delas, além de custos computacionais
dispendiosos para o célculo do estado futuro a partir do estado atual
(ndo abordaremos aqui o interessante assunto de como incertezas na
determinacao do estado inicial de um sistema podem levar a predigoes
errbneas de seu comportamento futuro, tematica presente na Teoria do
Caos e bastante explorada em outras referéncias (STROGATZ, 2001)).
Acrescente-se ainda o fato de que nenhum sistema é absolutamente
isolado de seu ambiente, permitindo que certas perturbagoes externas,
de dificil quantificagao, alterem seu estado. Por isso, escolhe-se, co-
mumente, de todas aquelas informagoes que deveriam idealmente fazer
parte do estado de um sistema, apenas um subconjunto delas como
representativas de seu estado. Tal solugao de compromisso facilita a
compreensao do comportamento de sistemas reais as custas da adi¢ao
de incertezas ou nao-determinismos em suas descricoes.

Voltemos ao exemplo da rede de regulagao génica da Figura 10.
Ao escolhermos unicamente o nivel de ativagdo de cada um dos genes
da rede como representativos de seu estado, desprezando, em lista nao
exaustiva, as concentragoes e localizagOes espaciais de seus fatores de
transcricao, bem como as concentracoes e localizagoes das outras molé-
culas do meio intracelular, naturalmente cometemos erros na previsao
do estado futuro da rede (ou seja, no nivel de expressao génica que se
observaré). Nossa previsao sobre o comportamento do sistema é valida
sob certas circunstancias e dentro de uma margem de erro, maior ou
menor em funcao da magnitude do impacto das variaveis negligenciadas
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Figura 12 — Grafo associado a rede de regulagdo génica da Figura 10.

na expressao dos genes.

Essa digressao mostra que a modelagem matemaética de um sis-
tema é resultado de um complexo processo de abstracao da realidade,
fundada em hipdteses cujos graus de validade nao sao absolutos, mas
dependentes dos objetivos e expectativas que norteiam o trabalho de
pesquisa.

3.2 MODELAGEM DE REDES DE REGULACAO GENICA

A topologia de uma rede de regulagao génica, em outras palavras,
sua estrutura, pode ser representada por um objeto matematico deno-
minado grafo direcionado, um par (V, E), no qual: a) V = {v,...,un}
é o conjunto de nodos da rede que, nesse caso, representam os genes
da rede de regulacao; e b) E é o conjunto de pares ordenados (v;, v;),
denotando que o produto final codificado por v;, RNA ou fator de
transcrigao, afeta de alguma maneira a transcrigao do gene v;. Para o
simples exemplo da rede de regulagao mostrada na Figura 10, tem-se
V ={v1,v2} e E = {(v1,v2), (v2,v1)}.

As interacoes proteina-DNA modeladas pelos arcos do grafo di-
recionado (V, E) ndo sdo qualitativamente iguais. Para incorporar o
fato de que proteinas de regulagao podem atuar como ativadores ou
inibidores transcricionais, utilizaremos dois tipos de arcos para repre-
sentar um grafo, com o objetivo de diferenciar arcos ativadores dos
arcos inibitérios. Aqueles serao representados por setas tradicionais
(ndo mostrados na Figura 12), enquanto estes, por arcos terminados
em um segmento de reta (ver Figura 12).

Grafos que captam a topologia da rede, embora importantes para
sua compreensao, nada dizem sobre o comportamento dindmico do sis-
tema, ou seja, sobre as possiveis sequéncias de estados que o sistema
pode percorrer. Assim, do ponto de vista dindmico, a defini¢ao da to-
pologia de uma rede traduzida em um grafo é somente um ponto de
partida, que seréd incorporado por modelos matematicos, juntamente
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com outras informagoes, para construir as possiveis trajetérias que o
sistema pode exibir. Existem diversas abordagens matematicas capazes
de conferir dindmica aos grafos estaticos descritos. Essas abordagens
podem ser divididas em trés categorias principais: modelos l6gicos,
continuos e estocasticos (KARLEBACH; SHAMIR, 2008).

Faremos nas préximas subseg¢oes uma breve revisao dos princi-
pais representantes dessas classes. E importante notar que cada modelo
matematico discutido a seguir faz uso de um sistema formal distinto
para explicar os fené6menos observados em redes de regulacao génica.
Assim, eles diferem quanto a forma de codificar saidas de uma rede gé-
nica em proposicoes do sistema formal, bem como quanto & maneira de
definir as regras de producao e, finalmente, de decodificar proposi¢oes
em fenomenos do sistema tratado. 7Todos, no entanto, ja foram em-
pregados para compreender algum aspecto do comportamento de redes
de regulacao génica reais. Descri¢oes mais detalhadas dos formalismos
que serdo abordados podem ser encontradas na literatura recente (MA-
CHADO et al., 2011; JONG, 2002; KARLEBACH; SHAMIR, 2008; SCHLITT;
BRAZMA, 2007; IGLESIAS; INGALLS, 2010; KELL; KNOWLES, 2010).

3.2.1 Modelos Continuos

Modelos continuos descrevem o comportamento de varidveis que
assumem valores pertencentes ao conjunto dos niimeros reais, além de
incluirem explicitamente o tempo nas equagoes matematicas. No con-
texto das redes de regulacdo, eles formalizam de que maneira a con-
centragao das moléculas envolvidas na expressao génica, como mRNA
proteinas e outras moléculas menores, varia ao longo do tempo (KAR-
LEBACH; SHAMIR, 2008; JONG, 2002). Um exemplo de aplicagao de tal
técnica pode ser encontrado no trabalho de Li e colaboradores, que mo-
delaram o ciclo celular da bactéria Caulobacter crescentus (LI; BRAZH-
NIK; TYSON, 2008).

Muitos experimentos biologicos geram dados continuos (como ta-
xas de reagoes bioquimicas, variacao da massa celular, tamanho de ciclo
celular e taxa de transcrigao, etc.), que, por essa razao, podem ser di-
retamente incorporados em modelos continuos (KARLEBACH; SHAMIR,
2008). Por serem uma representagao “mais fina” do comportamento de
uma rede biologica, tais modelos sao adequados para fins de emulagao
da dinamica do sistema em questao. No entanto, a anélise de suas pro-
priedades (p.e. a resposta a perguntas do tipo “é possivel que a rede de
regulagao génica atinja um estado em que este e aquele gene estejam si-
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multaneamente ativados?”) é tarefa complicada, quando possivel, para
redes com muitos nodos.

Mostraremos aqui um tipo particular de modelo continuo, as
equagoes diferenciais ordinérias. Elas constituem-se em representacoes
deterministicas do sistema em questao, ou seja, descrigoes em que se
desprezam o acaso resultante de ruidos e/ou incertezas sobre os para-
metros e os mecanismos de operagao da rede biologica.

Considere, como exemplo, a rede de regulacao génica represen-
tada pelo grafo da Figura 12. Tomemos como estado desse sistema o
par (z1,x2), em que x; denota a concentragdo da proteina u; e g, a
concentracgao da proteina us. Para modelar o comportamento dinamico
de x1 e zg, na Optica dos formalismos continuos, torna-se necessario es-
crever equagoes para a taxa de varia¢ao no tempo de cada uma dessas
variaveis, medida em unidades com dimenséo de [concentragao|/[tempo]
e representada matematicamente por d(;ti) ,comi € {1,2}. As equagdes
diferenciais captam matematicamente o balanco entre producao e de-
gradacao de cada um dos compostos rastreados pelo modelo. Tem-se,
portanto:

d(z;)
dt

= taxa de sintese de x; — taxa de degradacao de x;.

A primeira parcela da equacao anterior, a taxa de sintese de x;,
pode ser modelada matematicamente por expressoes derivadas do es-
tudo da cinética de reacoes bioquimicas, como a dindmica de Michaelis-
Menten ou as curvas de Hill (JONG, 2002). J4 a segunda parcela pode
ser dada simplesmente por um termo proporcional a x;, incorporando
a ideia de que a diminui¢ao na quantidade de uma dada proteina, pela
acao conjunta de degradacao, difusao ou dilui¢do devido ao crescimento
celular, é tanto maior quanto maior a sua concentragao. Assim, uma
possivel expressao para o sistema composto pelos dois genes mutua-
mente repressores é:

dw) kg
dt 1+ kyyy?
dlz2) k3 Ayt

em que as constantes k7, k; e d; denotam, respectivamente, a taxa de
sintese de uma proteina na auséncia de sua inibidora, a magnitude de
repressao exercida por uma proteina na transcricao do gene ao qual
ela se liga e, finalmente, a constante de degradagao de cada uma das
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Figura 13 — Comportamento temporal das varidveis z; e xo quando
Zo,1 = 0.1le Zo,2 = 0.

proteinas. Os valores de n, e n, estao associados & multimerizagao das
proteinas de regulagao génica. No exemplo especifico tratado, como u,
e uy foram homodimeros (ver Figura 10), ng, = n, = 2.

A resolucao das equagoes diferenciais mostradas acima resulta
em curvas para as varidveis x; e zo que sao fungoes do tempo. As
figuras 13 e 14 mostram, para uma selegao arbitraria de parametros,
o comportamento de cada uma dessas variaveis para duas condigoes
iniciais diferentes, ou seja, para dois pontos de partida distintos em
termos de concentragoes de x; e 2, denotadas xo,1 e xo,2, respectiva-
mente. Observe que o sistema converge para dois “pontos de operacao”
com caracteristicas opostas: na Figura 13, a concentragao final de x;
é maior do que aquela de xo; na situacgao representada pela Figura 14,
no entanto, verifica-se o contrario. Comportamento parecido ocorre
com a rede de regulagao génica envolvida no ciclo de lise-lisogénese de
bactérias infectadas pelo bacteriofago lambda (BAGH; MANDAL; MCMIL-
LEN, 2011). Nesse caso, os dois pontos de operagio correspondem aos
ciclos (ou estados) litico e lisogénico (ou de profago), com diferentes
concentragoes das proteinas cl e cro.

Ja a Figura 15 ilustra o chamado diagrama de fases do sistema
de equacoes diferenciais modelado anteriormente, em que o tempo é
suprimido para dar lugar a um grafico bidimensional de x; versus xs.
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Figura 14 — Comportamento temporal das varidveis z; e xo quando
Zo,1 = Oe Zo,2 = 0.2.

Cada curva desse grafico representa uma possivel trajetoria do sistema,
uma sequéncia de estados por ele percorrida a partir de uma condigao
inicial. A trajetoria representada na Figura 14, por exemplo, corres-
ponde aquela marcada por um asterisco na Figura 15.

Observe que as trajetorias do sistema convergem para um dos
dois pontos amplificados na Figura 15, denominados atratores, estados
em que o sistema repousa de maneira estavel. Um sistema dindmico
pode contar com um ou mais atratores, ou mesmo ser desprovido de
algum. Quando em um atrator, ao sofrer pequenas perturbagoes, o sis-
tema descola-se daquele, mas tende a reencontra-lo depois de um certo
lapso temporal. O conceito de atrator encontra ampla aplicabilidade
em sistemas biologicos, podendo designar, por exemplo, cada um dos
diversos destinos celulares (HUANG; INGBER, 2000; HUANG; ERNBERG;
KAUFFMAN, 2009; KAUFFMAN, 1993; DAVIDICH; BORNHOLDT, 2008;
MACLEAN; STUDHOLME, 2010), configuracoes biolégicas robustas que
dao o tom ordenado a vida como conhecemos.

Na Figura 15, a linha com espessura mais grossa separa o espago
de possiveis estados (x1,x2) em duas regides: aquela que converge para
o atrator superior, e a outra que desemboca no atrator inferior. Cada
uma dessas regioes corresponde & chamada bacia de atragao do atrator
correspondente. Quanto mais robusto o estado associado a um atrator,
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xi' = 1/(1+2.5%:2)-0.35x
x2’ = 1/(1+3.5x/2)-0.30x,
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Figura 15 — Espago de fases associado a um modelo continuo para o
grafo da Figura 12. As variaveis ] e x}, denotam a taxa de variagdo
no tempo de x; e g, respectivamente.
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Figura 16 — Metafora para os conceitos apresentados no texto, como
atratores e bacias de atracao.

maior a sua bacia de atracao. De uma perspectiva matematica, e de-
pendendo do propoésito que se tem para o modelo, pode-se definir uma
relagao de equivaléncia, na qual os estados contidos em cada uma des-
sas bacias de atragao pertencem a uma mesma classe de equivaléncia,
ou seja, sao equivalentes, pois conduzem o sistema a um mesmo estado
final.

Uma representacao pictérica do espago de fases de um sistema, de
suas trajetorias, dos conceitos de atratores e bacias de atragao é o cené-
rio em que uma bolinha salteia em um terreno acidentado, sujeitando-se
a acao da gravidade e & irregularidade do terreno, como mostrado na
Figura 16. A aplicagdo desse paralelo mecanico ao comportamento
biolégico resulta na iconica metéafora da paisagem epigenética de Wad-
dington, bem conhecida da comunidade de biologia do desenvolvimento.

Note que, no modelo matematico discutido acima, adotamos o
par (x1,x2), as concentragoes de cada um dos fatores de transcrigao,
como representante do estado do sistema, deixando ausentes da repre-
sentacao matematica as quantidades e localizagoes espaciais do mRNA,
por exemplo. As dindmicas das etapas de transcrigao e traducéo, assim,
nao foram explicitamente modeladas. Como resultado, uma mudanga
na concentracao de x1, por exemplo, afeta instantaneamente a taxa de
variacdo no tempo de x5. Importante apontar que outros fenémenos
foram excluidos da representacao matemaética, como a difusao das pro-
teinas no ambiente intracelular. Tais etapas intermediarias do gene &
proteina podem ser incluidas no modelo, refinando-o, se necessério for
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(JONG, 2002). A “complexifica¢do” do modelo, entretanto, dificulta a
andlise de sua dindmica (i.e. o estudo dos comportamentos possiveis
gerados pelo sistema), como ja alertado anteriormente.

Por fim, ressaltamos a necessidade de alimentar o modelo em
equagoes diferenciais com parametros que nao sao facilmente mensu-
raveis, especialmente in vivo, como ki, ko, di e dy. Variagoes nesses
parametros podem alterar o préprio comportamento qualitativo do sis-
tema, fazendo com que este passe a ter somente um atrator no lugar de
dois, por exemplo (uma andlise mais aprofundada sobre o impacto de
variagoes paramétricas no comportamento em regime permanente do
sistema, em outras palavras, no ntimero de atratores, pode ser encon-
trada no livro de Strogatz (STROGATZ, 2001)).

3.2.2 Modelos Légicos

Modelos 16gicos incorporam um conjunto discreto (muitas vezes,
finito) de estados, com a passagem de um estado a outro dando-se pela
ocorréncia de eventos ou pelo disparo de transi¢des. Essas duas ca-
racteristicas os diferenciam dos modelos continuos, como as equagoes
diferenciais da subse¢ao anterior, em que o espago de estados é continuo
e a evolugao do sistema é impulsionada pela passagem do tempo. As
redes booleanas introduzidas por Kauffman e Thomas (KAUFFMAN,
1993; GLASS; KAUFFMAN, 1973; THOMAS, 1973) para modelagem de
redes de regulacao génica sao representantes da classe de modelos 16gi-
cos, que incluem, ainda, outros formalismos néo discutidos aqui, como
as proprias extensoes das redes booleanas (BERNOT; COMET; RICHARD,
2004; JONG, 2002), além das redes de Petri, dos automatos celulares, da
algebra de processos, dentre outros (FISHER; HENZINGER, 2007; EWALD
et al., 2007; CHAOUIYA; REMY, 2013).

Podem-se citar algumas motivagoes para emprego dos modelos
logicos como formalismo para modelagem, anélise e controle do com-
portamento de redes biologicas, em particular das redes de regulacao
génica:

e Tais modelos s@o mais simples de serem analisados do que aque-
les baseados em equacoes diferenciais nao-lineares, como as apre-
sentadas na subsecao anterior, especialmente para redes de re-
gulagdo génica com muitos nodos. Assim, uma vez modelado o
sistema, é mais facil estudar suas propriedades, como nimero de
atratores por exemplo, sem depender de simulagoes extensivas do
modelo matematico em questao. Ferramentas de model-checking



54

(CLARKE, 1999), amplamente difundidas na comunidade de cién-
cias da computagao, podem ser empregadas para tal fim;

Modelos légicos nao dependem de pardmetros cinéticos, como
aqueles requeridos para executar equagcoes diferenciais, ja que sao
representacoes formais qualitativas do sistema;

As fungoes de Hill, introduzidas na subsegao anterior para mo-
delar o impacto de um gene na transcrigao de outro, podem ser
vistas, em um nivel de abstracao mais alto, como fungoes logicas,
em que um gene é ou ativado ou desativado dependendo da con-
centragdo da(s) proteina(s) de regulacdo génica que afeta(m) sua
transcrigdo (ver exemplo na Figura 17 para o caso de um gene
cuja transcrigao ¢ afetada por uma proteina de regulacao apenas);

Diversos estudos tém demonstrado que, mesmo sendo simpli-
ficagoes profundas do comportamento real de redes biologicas,
tais modelos podem explicar, reproduzir e prever uma grande
gama de fendomenos associados as redes de regulagio génica (BOR-
NHOLDT, 2005; DAVIDICH; BORNHOLDT, 2008; ALBERT, 2004; SH-
MULEVICH; DOUGHERTY; ZHANG, 2002; MACLEAN; STUDHOLME,
2010);

A transicao de estados em sistemas biologicos é, por vezes, do-
minada por saltos abruptos decorrentes de eventos, como no caso
da ativacao alostérica de proteinas por determinadas moléculas,
(veja-se o caso da ativagdo do repressor do triptofano (ALBERTS
et al.,, 2008)). Essas situagOes sdo mais bem captadas por modelos
logicos;

A quantidade de cada um dos fatores de transcrigdo no meio intra-
celular em um dado momento é relativamente pequena (da ordem
de dezenas ou centenas de moléculas), o que néo se coaduna com
o pressuposto basico empregado para modelar redes de regulacao
génica por meio de equagoes diferenciais ordinarias, o de que o
nimero de moléculas de cada espécie quimica é suficientemente
alto.

Consideremos as redes booleanas como mote para introduzir os

modelos logicos e trazer a tona suas diferencas em relagao aos modelos
continuos. Nesse caso especifico, o estado de um gene qualquer da rede
assume dois valores somente, 0 ou 1, correspondentes as situacoes de
gene ndo expresso (ou expresso a uma taxa basal) e gene expresso,
respectivamente. O estado global da rede pode ser dado, entao, pelo
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Figura 17 — Sobreposi¢ao de uma fun¢ao continua a modelar a repressao
de uma proteina de regulagao génica sobre a transcricao de um dado
gene (em azul) e uma resposta do tipo “tudo-ou-nada” (em vermelho),
captando o mesmo fendmeno da repressao de uma proteina sobre a taxa
de transcricao de um gene.

estado individual de cada um dos seus genes. Assim, a rede de regulacao
génica mutuamente repressora associada ao grafo da Figura 12 poderia
encontrar-se em um dos quatro seguintes estados: (0,0), (0,1), (1,0) e
(1,1), em que o primeiro elemento do par corresponde ao estado de vy,
enquanto o segundo, ao de vo. Para o caso geral, escreve-se formalmente
que v; € {0,1}, com v; denotando aqui a variavel que contém o estado
do gene nomeado como v; € V, e v = (vy---vyN) para o vetor que
representa o estado global da rede com N genes.

As possiveis transi¢oes entre os estados de uma rede booleana
podem ser determinadas de duas maneiras distintas. Na primeira,
codifica-se o comportamento biologico diretamente em termos de fun-
¢oes de transi¢cao de estados booleanas, como sera visto adiante, forma,
que denominaremos discretizagao a priori. Essas funcoes sao definidas
a partir de experimentos laboratoriais de larga-escala (SHMULEVICH;
DOUGHERTY; ZHANG, 2002) ou de relatos da literatura que especifi-
cam como o estado de um gene varia em funcao da concentracao das
proteinas de regulagdo génica (DAVIDICH; BORNHOLDT, 2008).

Tome novamente o caso da rede de regulacao génica mutuamente
repressora ja analisada. Nesse exemplo, poderiamos escrever as seguin-
tes fungoes de atualizagdo para vy e va, respectivamente: fi(vy,v2) = Tz
e fa(vy,v2) = v1. Tais fungbes sdo os equivalentes matematicos do fato
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(suponha-se) observado para a rede “um gene ativa-se (mantém-se ati-
vado) sempre que, e somente quando, seu repressor estiver desativado”.
A notagao v; em f; indica a negagao logica da variavel v;. Assim, se
v; =0, 7; =1; quando v; = 1, 7; = 0.

Ao se definirem as fungbes f1 e fo, elas podem ser empregadas
para atualizar:

a) os estados de todos os genes de uma s6 vez (sincronamente, por-
tanto);

b) o estado de somente um gene por vez (assincronamente); ou

c) os estados de um subconjunto de V' sincronamente e os estados dos
genes restantes de maneira assincrona. Ao leitor interessado em um
estudo mais aprofundado sobre o impacto das distintas formas de
atualizacao nas propriedades dindmicas de uma rede, recomenda-
se o trabalho de Saadatpour e coautores (SAADATPOUR; ALBERT;
ALBERT, 2010).

Faremos uso exclusivamente da atualizacao assincrona nesta Tese, por
acreditarmos ser pouco plausivel a existéncia de um clock a ordenar a
transigao de estados dos genes da rede. A Figura 18 ilustra o chamado
diagrama de transicdo de estados para a rede mutuamente repressora
de nosso exemplo, com as fungoes de atualizacdo fi e fo anteriormente
definidas e aplicadas para atualizagao assincrona do estado da rede.
Esse diagrama é o equivalente discreto do espago de fases da Figura 15.
Ele contém todos os estados do sistema e as possiveis transi¢oes de um
estado a outro. Por exemplo, no estado 00, v; = v, = 0, o que implica
fi = fo = 1. Portanto, o sistema pode se deslocar para 01 ou 10 a
partir do estado 00.

A segunda forma de obter as transi¢cOes entre os estados passa
por uma etapa de abstra¢cado de uma dindmica continua, ou estocas-
tica, método que chamaremos de discretizagao a posteriori. Nesse caso,
particiona-se o espago de estados do sistema continuo, ou estocastico,
utilizando as possiveis trajetorias deste para definir as transi¢oes do
diagrama de transicao de estados do sistema discreto, como esquemati-
zado na Figura 19 para o caso especifico do exemplo aqui tratado. No
Capitulo 7, voltaremos a esse topico, com o objetivo de argumentar em
favor da conjectura de que as ideias centrais nesta Tese desenvolvidas
podem ser também aplicadas para controlar o comportamento de redes
de regulacao génica modeladas por equagoes diferenciais ordinéarias.

Naturalmente, as abstragoes booleanas sao aproximacgoes que
nao emulam finamente o comportamento de um sistema dindmico. Nao
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Figura 18 — Diagrama de transi¢ao de estados para a rede de regulagao
génica associada ao grafo da Figura 12, em que os estados rastreiam os
estados individuais de cada gene.

Figura 19 — O espago de estados do sistema continuo é particionado
(elementos ‘007, ‘01°, ‘10’ e ‘11’), suas trajetorias sdo empregadas para
determinar que transi¢cbes entre as partigoes definidas sao possiveis,
para entao, finalmente, obter uma representacao discretizada do sis-
tema continuo. Note que os elementos ‘01’ e ‘10°, que contém os atra-
tores do sistema continuo, sao também atratores do sistema discreto
(no sentido de que nenhuma transigao parte delas).
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reside, entretanto, no detalhismo a maior virtude desse tipo de repre-
sentagao, mas sim em sua economicidade, ao tentar captar o essencial
de um fenémeno complexo, filtrando detalhes que, para a aplicagao
especifica, sdo desnecessarios.

O diagrama de transi¢ao de estados associado a uma rede biolo-
gica pode ser utilizado para se obter uma representagao em autémato
de estados finitos dessa rede. Um autémato G é um objeto matematico
caracterizado por cinco elementos (CASSANDRAS; LAFORTUNE, 2008):

1) Um conjunto finito @ dos estados do sistema,;
2) Um conjunto finito de eventos ¥ que podem ocorrer no sistema;

3) Uma func¢do de transi¢cio 6, em que r = 6(q,e) denota que, ao
ocorrer o evento e € ¥ no estado g € @, o sistema executa uma
transicao ao estado r € Q;

4) Um estado inicial qo, dependente da aplicagdo; e, por fim,

5) Um conjunto de estados marcados @Q,,, que representam os estados
associados a uma tarefa completa. No capitulo 5 ficara mais clara a
semantica de @, no contexto de controle de sistemas bioldgicos.

Por exemplo, poderiamos definir, para o diagrama de transicao
de estados da Figura 18 o seguinte autémato G = (Q, %, 0, qo, Qm):

1) Q ={00,01,10,11};

2) ¥ = {+4wvy,+ve, —v1, —v2}, em que +v; e —v; denotam a ativagao e
desativagao dos genes v1 e vo, respectivamente;

3) 6(00,+vy) = 10, §(00, +vs) = 01, 5(11, —v1) = 01 e (11, —vy) = 10;

4) go = 00, uma escolha arbitraria do estado de partida do sistema
(ndo definida pelo diagrama de transi¢do de estados); e

5) Qm = @, também uma escolha arbitraria e ndo determinada pelo
diagrama de transicao de estados.

Autéomatos de estados finitos serao empregados como o forma-
lismo base para o desenvolvimento de nossas ideias no Capitulo 5.
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3.2.3 Modelos Estocasticos

A dindmica estocastica de uma rede biologica manifesta-se de
maneira mais pronunciada em redes de regulagao génica, dado que o
nimero tipico de moléculas envolvidas nessas redes é relativamente pe-
queno e, assim, o impacto resultante de flutuagoes termodinamicas é
mais perceptivel (KARLEBACH; SHAMIR, 2008; JONG, 2002).

Logo, com o objetivo de prover uma representagao mais deta-
lhada do comportamento individual de uma rede de regulacio (em
contraste com modelos baseados em equagoes diferenciais, por exem-
plo, que privilegiam uma visao do comportamento médio de uma dada
populagao de células), faz-se uso de modelos estocésticos, em que os
processos de transcrigao e tradugao sao descritos de maneira mais por-
menorizada, oferecendo, assim, oportunidade de incluir flutuacoes es-
tocasticas nas interacgoes entre os diferentes atores da expressao génica.
Nos modelos estocasticos, o estado do sistema X (¢) ¢ dado pelo nua-
mero de moléculas de cada espécie quimica no instante de tempo t, e
a cada uma das possiveis reagoes entre essas espécies atribui-se uma
probabilidade de ocorréncia.

Um dos algoritmos mais conhecidos para implementacao de mo-
delos estocésticos é o Algoritmo de Simulagdo Estocéstica (SSA, Sto-
chastic Simulation Algorithm), desenvolvido por Gillespie. Nesse pro-
cedimento, determina-se, dado o estado atual do sistema X (t), quando
a proxima reacgdo ocorrera, e qual sera ela (JONG, 2002). Uma vez de-
terminada essa informacao, atualiza-se o estado atual X (¢) de forma a
refletir a ocorréncia da reacdo obtida, prosseguindo-se assim sucessiva-
mente.

Simulagoes estocasticas sao computacionalmente custosas e di-
versas abordagens publicadas na literatura ensaiam diferentes maneiras
de tornar suas execugoes mais eficientes, possibilitando, dessa forma,
a aplicagdo da abordagem a sistemas maiores (KARLEBACH; SHAMIR,
2008; JONG, 2002; SAMAD et al., 2005). Um exemplo do emprego de téc-
nicas estocésticas para estudar a dindmica de redes de regulagao pode
ser encontrado no trabalho de Arkin e colaboradores, sobre o comporta-
mento de células de E. coli infectadas por bacteriofagos (ARKIN; ROSS;
MCADAMS, 1998).
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4 CONTROLE DE REDES DE REGULACAO GENICA

Neste Capitulo, apresentaremos algumas das principais aborda-
gens existentes na literatura para controle realimentado de redes bio-
logicas intracelulares. Discorreremos somente sobre aqueles casos em
que o sistema a ser controlado é uma rede de regulacao génica, ou em
que o controlador é realizado por meio de uma rede de regulagao génica
sintética.

O controle realimentado de um sistema baseia-se na geracao de
uma entrada u, dependente da saida y, capaz de alterar o comporta-
mento do sistema segundo critérios pré-estabelecidos.

A Secao 4.1 revisa trabalhos puramente tedricos, em que a va-
lidagdo de w é feita somente por simulagoes computacionais. A Secdo
4.2, por outro lado, aborda as pesquisas de cunho experimental, em
que o sinal de controle u projetado é testado in vivo.

4.1 ABORDAGENS TEORICAS

As pesquisas descritas nesta Segdo, conforme ja comentado na
Introducao desta Tese, carecem de informagoes detalhadas quanto &
realizacao das agoes de controle u. Embora tal fato nao invalide os re-
sultados, ele dificulta discussoes mais aprofundadas sobre abrangéncia
e restrigoes das ideias apresentadas.

4.1.1 Controle Otimo e Redes Booleanas Probabilisticas

Comecemos pelo trabalho de Datta e colaboradores, que tra-
taram o controle de redes de regulagao génica modeladas como redes
Booleanas probabilisticas, RBPs, objetivando conduzi-las de um estado
inicial a um estado final em um dado intervalo de tempo e com o menor
custo possivel (DATTA et al., 2007). Aqui, o estado do sistema congrega
o estado individual, e Booleano, de cada um dos N genes da rede. Na
concepgao dos autores, uma RBP consiste em uma cole¢ao de redes
Booleanas que compartilham os mesmos nodos. Cada rede possui uma
fungao de atualizagao de estados fiza, que retorna um unico estado
futuro a partir do estado atual. Nesse formalismo, a simulagao das
trajetérias do sistema comega com a escolha, no estado inicial, de uma
dentre aquelas redes Booleanas possiveis (cada rede pode ser escolhida
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com uma probabilidade dada a priori). Depois, atualiza-se o estado
com uma probabilidade p (ou seja, o sistema permanece no mesmo es-
tado com uma probabilidade 1 — p), segundo a funcdo de atualizagdo
da rede Booleana. No estado seguinte, troca-se, com uma probabili-
dade g, a rede Booleana que rege a dindmica do sistema, atualiza-se o
estado com uma probabilidade p e, assim, prossegue-se por um ntmero
de passos finito.

Para estudar analiticamente o comportamento dindmico de tais
redes, definiu-se um vetor de distribuigao de probabilidades w(k) de
tamanho 2V, o ntimero maximo de estados para uma rede Booleana
com N nodos, em que cada elemento w;(k) continha a probabilidade
de o sistema, no tempo k, encontrar-se no estado indexado por 7. A
indexacao de estados utilizada é trivial: + = 1 corresponde ao estado da
redeigual a 0---0, ¢ = 2 denota o estado 0 - - - 01 e assim sucessivamente
até o indice i = 2V, que indexa o estado 1---1. A equacdo que rege o
comportamento dindmico de tais redes pode, entao, ser dada por

wk+1)=wk)A (4.1)

em que A é uma matriz de probabilidades com dimensao 2%V x 2V, cujo
elemento (i, 7) indica a probabilidade de o sistema alcangar no tempo
k + 1 o estado indexado por j, caso w;(k) = 1.

A dindmica dada pela equagao (4.1) ndo inclui as possibilidades
de intervengao, ou seja, ela representa o comportamento do sistema em
malha aberta. Os autores assumem, pois, em seguida, a existéncia de
m entradas Booleanas u1, ..., u,, que tém a propriedade de alterar os
elementos da matriz A. Essas entradas podem ser nodos da propria
rede nativa, sujeitos a interferéncias externas, ou nodos adicionados a
rede para fins de controle. As 2™ acbes de controle possiveis a cada
instante de tempo k& podem ser condensadas em uma varidvel inteira
v(k) que assume valores pertencentes ao conjunto {1,...,2™}, em que
v(k) = 1 indica u; = -+ = up, = 0, v(k) = 2 denota u; = -+ =
Um—1 = 0 e u,, = 1, e assim sucessivamente até chegar-se a v(k) = 2™,
representando a situagao em que u; = - - - = Uy, = 1. O comportamento
do sistema, dotado das entradas de controle definidas, é reescrito, entao,
como

w(k+1) = w(k)A(v(k)). (4.2)

A representagao contida na equagdo (4.2) é equivalente a seguinte
formulagdo (DATTA et al., 2007)

z(k+1) = f(z(k),v(k),d(k)), (4.3)
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em que z(k) corresponde a um dos 2%V estados da rede e f é uma fungao
de transicao de estados, cujo valor depende também da perturbacgao
d(k), que incorpora os efeitos resultantes da troca de redes com uma
probabilidade ¢ e da atualizagao de estados com uma probabilidade p.

Em seguida, os autores atribuem ao emprego da agao de controle
v(k) no estado z(k) um custo Cy(z(k),v(k)). Por fim, o problema de
controle é formulado como: dado um estado inicial z(0), ache uma lei
de controle 7 = {v(0),...,v(M — 1)} que minimiza o funcional

Jo(0) = B | 3 Cula(k),o(k)) + Car(=(0)|
k=0

em que F(.) denota o valor estimado de uma variavel aleatéria. O
funcional acima estd sujeito & seguinte restri¢ao: a probabilidade de
z(k+1) = j, dado que z(k) =i e v(k) = v, é igual a a;;(v), em que

a;;(v) é o elemento na i-ésima linha e j-ésima coluna de A(v).
4.1.2 Model-checking e Redes Booleanas

Em uma outra abordagem, Langmead e Jha trataram o problema
de conduzir uma rede de regulagao génica Booleana de um estado inicial
a um estado final como um problema de model-checking (LANGMEAD;
JHA, 2008). Model-checking compreende, basicamente, técnicas for-
mais que tém por objetivo determinar se um dado modelo M satisfaz
a uma propriedade logica ¢ (CLARKE, 1999). Tais técnicas sdo comu-
mente aplicadas para andlise do comportamento de sistemas técnicos
complexos. No contexto biol6gico, poder-se-iam utilizar ferramentas de
model-checking para, por exemplo, determinar se é possivel que uma
rede de regulacao génica atinja um dado estado a partir de um estado
inicial qualquer.

Para resolver o problema de controle da dindmica de uma rede
Booleana (V| F), em que V corresponde ao conjunto de genes nativos
e F' contém as funcoes de atualizagao de cada nodo, os autores supuse-
ram a possibilidade de inserir um conjunto de nodos externos C' = {c¢; },
também Booleanos, capazes de interagir com os genes nativos de uma
maneira pré-determinada. Como exemplo, poderiamos supor, para con-
trolar o comportamento da rede de regulacao génica mutuamente re-
pressora mostrada na Figura 10, a existéncia de um nodo externo c;
capaz de reprimir o nodo v; e, a0 mesmo tempo, induzir a expressao
do nodo vy, conforme mostrado na Figura 20.
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Figura 20 — Exemplo da estratégia apresentada por Langmead e Jha.
Supoe-se a possibilidade de inserir genes sintéticos ¢; € C' que tenham
um efeito pré-determinado sobre a transcri¢ao dos genes nativos v; € V.

A partir de um modelo formal para essa rede aumentada, con-
tendo genes nativos e sintéticos, os autores empregaram técnicas de
model-checking para verificar se o modelo satisfazia a uma propriedade
logica ¢ que, traduzida para linguagem natural, tinha a seguinte se-
mantica: “existe uma trajetoria a partir do estado inicial tal que, em
um tempo nao maior que t*, a rede Booleana atinge o estado final
desejado”. Caso a propriedade seja satisfeita, os algoritmos de model-
checking retornam os valores que os nodos externos c¢; assumem ao
longo da trajetéria que satisfaz ¢. Esses valores correspondem, entao,
as entradas de controle. A abordagem foi aplicada a um modelo Boole-
ano de uma rede de regulacao génica que coordena o desenvolvimento
embrionario de moscas Drosophila.

4.1.3 Controle de Sistemas Diferenciais Afins por Partes

Chavez e Gouzé também abordaram o problema de controle de
redes de regulacao génica, no entanto, fizeram-no para redes modela-
das por equagoes diferenciais em que a taxa de sintese das proteinas era
dada por uma fungao do tipo degrau, uma simplificacao logica da dina-
mica de Hill, conforme exemplificado na Figura 17 do capitulo anterior
(CHAVES; GOUZE, 2011).

No referido trabalho, as ideias foram desenvolvidas para uma
rede de regulagao génica composta por dois nodos mutuamente repres-
sores. O modelo adotado segue abaixo:

d((Zl) :u~k15_(a:2,92) — Y121 (44)
d(;r;) =Uu- kQS_(fEh 91) — Y22 (45)
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As variaveis continuas x; e xo representam as concentragoes dos fatores
de transcricao associados a cada um dos genes. A variavel u denota a
entrada de controle u = u(t, X ), que pode assumir trés valores qualita-
tivos pertencentes ao conjunto {Umin, 1, Umaz}. O controle u depende
do tempo t e da partigdo X € {00,01,10,11} do espago de estados em
que o sistema se encontra. A taxa de sintese de cada um dos fatores de
transcrigdo ¢ dada pela fungao s (r,0), definida como:

_ 1, r<#6
5 (T’g){ 0, r>80

Segundo os autores, a implementacao biologica da entrada de
controle u, que modula a magnitude da fungdo s (r,8), baseia-se na
possibilidade de projetar genes sintéticos cujas transcrigoes sao regula-
das externamente por pequenos metabolitos.

O problema de controle foi, finalmente, formalizado como: en-
contre uma entrada u(t, X) tal que o sistema modelado pelas equagoes
(4.4) e (4.5) convirja globalmente para um dos trés pontos de equilibrio
(dois estaveis e um instével) do sistema (assumindo-se que os parame-
tros do modelo sao tais que o sistema em malha aberta possua trés
pontos de equilibrio).

4.2 ABORDAGENS PRATICAS

Dentre as abordagens préaticas que objetivam implementar uma
malha fechada de controle para alterar o comportamento de redes de re-
gulagao génica, identificam-se duas subcategorias, como ja mencionado
anteriormente: aquela em que equipamentos externos sao alocados as
tarefas de sensoreamento, computacao do sinal de controle e atuacgdo;
e uma outra, que emprega somente moléculas sintéticas para desempe-
nhar as referidas funcoes.

Faz-se ressaltar que, embora existam diversos trabalhos perten-
centes & segunda das subcategorias citadas, nao identificamos nenhum
artigo dentre eles em que a entrada de controle u é obtida por meio de
técnicas da Teoria de Controle. Como se depreendera posteriormente,
os problemas tratados por esses artigos sao simples do ponto de vista
matemaético e, portanto, podem ser resolvidos sem o uso de métodos
advindos da Teoria de Controle. A medida que o comportamento diné-
mico do sistema a ser controlado torna-se mais complexo, no entanto,
fica mais dificil a tarefa de obter as entradas u somente por métodos
ad hoc.
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Figura 21 — Médulo composto por moléculas sintéticas inseridas em
células de fungo. O moédulo induz a producao de uma proteina fluores-
cente (representada pelo pentagono amarelo), quando excitado por luz
na faixa de frequéncia do vermelho.

4.2.1 Controle In silico

O trabalho de Milias-Argeitis e colaboradores é um dos repre-
sentantes daquele grupo de pesquisas em que equipamentos técnicos
externos sao utilizados para implementar as fungoes tipicas de uma ma-
lha de controle (MILIAS-ARGEITIS; SUMMERS; LYGEROS, 2011). Nesse
trabalho, os pesquisadores inseriram um moédulo molecular em uma
populacao de fungos da espécie S. cerevisiae. O moéddulo é constituido
por genes e proteinas de regulacao génica sintéticos que, quando ex-
posto a luzes na faixa do vermelho, sintetiza uma proteina fluorescente,
conforme mostrado na Figura 21.

Para controlar a fluorescéncia emitida pelo sistema em questao, a
populacdo de fungos dotada do referido modulo, os autores modelaram
a rede sintética como um sistema chaveado de equagoes diferenciais or-
dinarias de quarta ordem. Os parametros livres, em um total de cinco,
foram obtidos experimentalmente, ap6s uma série de excitagoes do sis-
tema em malha aberta com diferentes pulsos de onda eletromagnética
na faixa de frequéncia do vermelho e do vermelho-extremo. Na opera-
¢ao em malha fechada, a fluorescéncia emitida pelo sistema era medida
por equipamentos de microscopia, a uma taxa de amostragem de 30
min, e enviada para um moédulo computacional dotado de um filtro de
Kalman, capaz de estimar aquelas variaveis de estado nao medidas, a
partir dos dados de medi¢ao. Com base nas informagoes medidas e es-
timadas, o controlador, derivado segundo técnicas de controle preditivo
baseado em modelos, determinava que pulsos luminosos deveriam ser
aplicados ao sistema, de forma a diminuir o erro entre a fluorescéncia
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Figura 22 — Visao esquematica do sistema de controle in silico utilizado
para controlar a luminescéncia emitida por uma populagao de fungos
portadores de um circuito sintético.

medida e a referéncia desejada. O sistema de controle completo pode
ser visto na Figura 22.

A mesma estratégia, com formalismos matemaéaticos semelhan-
tes, foi empregada nos ultimos anos por outros grupos de pesquisa,
visando, igualmente, controlar a expressao de um circuito génico in-
serido em populagao de fungos (UHLENDORF; MIERMONT; DELAVEAU,
2012; MENOLASCINA; BERNARDO; BERNARDO, 2011).

4.2.2 Controle com Circuitos Biolbégicos Sintéticos

Recentemente, diversos estudos reportaram a construgao de mo-
léculas sintéticas capazes de medir estados celulares especificos e dis-
parar agoes correspondentes. Na maioria desses estudos, no entanto,
os circuitos biomoleculares projetados detectavam somente um estado
z, produzindo, como resposta, uma entrada de controle u especifica.
Assim, do ponto de vista da Teoria de Controle, a lei de realimentacao
de estados u = g(z) foi definida para um tunico valor de z, restringindo,
pois, as possibilidades de comportamento em malha fechada que podem
ser obtidas. Entretanto, tais circuitos formam os blocos construtores
para implementagao de leis de controle mais gerais, em que o dominio
de validade da funcao g(x) é estendido a uma gama maior de estados.
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Um exemplo dentre os trabalhos mencionados é aquele de Bagh
e colaboradores, em que se demonstrou a construcao de genes sintéti-
cos aptos a alterar o destino celular de bactérias infectadas pelo virus
bacteriofago lambda (BAGH; MANDAL; MCMILLEN, 2011). Esse virus,
ao invadir bactérias da espécie E. coli, insere seu material genético no
genoma hospedeiro e permanece latente, crescendo e se multiplicando
juntamente com a bactéria, em um ciclo denominado lisogénese. Na
presenca de agentes que danificam o DNA bacteriano, como indutores
quimicos ou luz ultravioleta, a bactéria chaveia para um outro estado
celular estavel, denominado litico (ou de lise celular), em que o virus
destréi a parede celular bacteriana, liberando aproximadamente 100
novos virus. O ciclo de lise-lisogénese é coordenado por uma rede de
regulacao génica com dois genes mutuamente repressores (denominados
cl e cro, que codificam para proteinas denominadas CI e Cro, respec-
tivamente), cujo espago de estados pode possuir dois atratores. Nas
espécies de bactérias infectadas pelo virus, cada um desses atratores
corresponde a um dos padroes fisiologicos estéveis observaveis: lise (¢/
ativado e cro inibido) ou lisogénese (c¢I inibido e cro ativado).

Os pesquisadores projetaram diferentes genes sintéticos que, em
contato com a rede de regulagao génica formada por ¢l e cro, eram
capazes de evitar a transicao do sistema para o atrator litico apos ex-
citagao externa por luz ultravioleta, o comportamento observado no
sistema em malha aberta. Os genes sintéticos projetados codificavam
a mesma proteina CI ja produzida normalmente pela bactéria e foram
dotados de uma regiao de regulagao tal que se mantinham reprimidos
durante o ciclo lisogénico e ativados quando a célula bacteriana estava
na iminéncia de entrar no ciclo litico, apds a perturbacao externa. Em
outras palavras, os genes sintéticos detectavam o estado celular asso-
ciado a baixos niveis da proteina CI, o que poderia levar a bactéria a
uma transicao para atrator indesejado, e respondiam a essa condigao
por meio da sintese do fator de transcrigao CI, evitando o chaveamento
génico.

Um outro trabalho interessante foi publicado por Culler e co-
laboradores, em que o destino celular foi reprogramado por meio de
RNAs sintéticos em vez de genes sintéticos (CULLER; HOFF; SMOLKE,
2010). Nesse estudo, um RNA codificando para uma proteina indutora
da morte celular foi projetado de tal maneira que sua ligagao com pro-
tefnas especificas (representantes de um estado associado a doengas)
alterasse sua taxa de traducgao, funcionando como um interruptor mo-
lecular: na presenca das proteinas, o RNA era traduzido a uma taxa
alta, enquanto, na auséncia dessas, a taxa era proxima de zero.
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Nesse caso, portanto, a traducdo da proteina codificada pelo
RNA pode ser vista como o efeito associado & detecgao de um estado,
aquele correspondente & presenga das proteinas que se acoplam ao RNA|
afetando sua tradugao. Note que tal dispositivo implementa no nivel
molecular uma operacgao logica semelhante aquela codificada pelo gene
sintético do estudo anterior (do tipo “se <condicdo satisfeita> entdo
<agdo>"), com a diferenga de que a “programagao” dessa operagdo, no
presente caso, faz-se com um “hardware” ligeiramente diferente, base-
ado em RNA e ndo em DNA. Assim, no caso do gene sintético, é sua
regido de regulagcdo que reconhece um estado celular, alterando a taxa
de transcri¢gao do gene como resultado. Ja no estudo baseado em RNAs
sintéticos, sdo estruturas denominadas aptdmeros, trechos do RNA ca-
pazes de se ligar a protefnas, que detectam um estado, acarretando
mudangas na tradu¢do do RNA. As diferengas no hardware implicam
caracteristicas distintas para cada dispositivo. RNAs sintéticos, por
exemplo, sdo mais flexiveis do que DNASs sintéticos, por se ligarem com
outras proteinas que nédo exclusivamente fatores de transcri¢do, além de
o fazerem também com outros metabolitos, aumentando, dessa forma,
a gama de estados celulares detectaveis pelo dispositivo de medigao-
atuacao (vide o estudo de Xie e coautores, em que um RNA sintético
foi projetado para reconhecer um conjunto de RNAs especificos asso-
ciados a cancer, disparando, como resposta, a sintese de uma proteina
indutora da morte celular (XIE et al., 2011)).

Galloway e colegas construiram recentemente circuitos sintéticos
em que tanto a regiao de regulagao da transcricao de genes quanto
a regido de regulacdo da tradugdo de RNAs foram manipuladas, de
modo a induzir diferentes destinos celulares em células do fungo S.
cerevisiae (GALLOWAY; FRANCO; SMOLKE, 2013). Nesse caso, o sinal de
controle u gerado pelo circuito sintético correspondia & concentragao de
uma proteina endogena, i.e. naturalmente produzida pela célula a ser
controlada, pertencente & via de sinalizacao MAPK (do inglés mitogen-
activated protein kinase), uma via bioquimica que desempenha papel
importante em processos celulares tais como diferenciacao, divisao e
morte celular.

Em uma abordagem distinta das anteriores, Nissim e coautores
construiram um moédulo que, ao identificar um certo estado em células
de fungos (correspondente a altas atividades de duas vias metaboli-
cas independentes, uma de sintese do aminoacido metionina e outra de
degradagao do agucar galactose), induzia a transcrigao de um gene ini-
bidor do crescimento celular (NISSIM; BEATUS; BAR-ZIV, 2007; NISSIM;
BAR-ZIV, 2010). Nesse estudo, o funcionamento do circuito baseou-se
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Figura 23 — As regioes de regulacdo de v{ e v§ sdo iguais aquelas dos
genes ligados a sintese de metionina e & degradagao de galactose, respec-
tivamente. Quando ambas as vias metabolicas estao ativas, as proteinas
sintéticas codificadas por v e vj ligam-se, facilitando o acoplamento da
RNA polimerase a um terceiro gene, que induz a morte celular. Figura
adaptada do artigo de Nissim e coautores (NISSIM; BEATUS; BAR-ZIV,
2007).

no emprego de dois genes sintéticos v{ e v3 que, diferentemente das
outras abordagens, codificavam para fatores de transcrigao nao pro-
duzidos naturalmente pelas células, ou fatores de transcricao exégenos
(ver Figura 23). As regides de regulagido desses genes sintéticos fo-
ram projetadas de tal forma que eles fossem transcritos sob as mesmas
condigoes em que os genes envolvidos na via de sintese de metionina
e de degradacao de galactose o eram, como pode ser visto na Figura
23. Dessa forma, na situagao em que ambas as vias metabolicas estao
ativadas, os dois genes sintéticos também serao expressos, fazendo com
que seus fatores de transcricdo, conjuntamente, induzam a transcrigao
de um terceiro gene sintético, cuja proteina inibe o crescimento celular.

No estudo publicado por Kemmer e coautores, os genes sintéticos
empregados para fins de controle também codificavam para proteinas
exbégenas, a exemplo do caso anterior, mas com o intuito de manter
em niveis adequados a concentracao de urato na corrente sanguinea de
ratos (KEMMER et al., 2010). Urato ¢ um produto final do metabolismo
de compostos denominados purinas e, em niveis elevados, pode levar,
por exemplo, & formacgao de cristais de acido drico nos rins, dentre ou-
tras patologias. Nesse experimento, a unidade central era composta por
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um gene derivado da bactéria Deinococcus radiodurans, que se mantém
inativo na auséncia de &cido tirico e ativo na presenca desse metabo-
lito. Esse ultimo trabalho permite vislumbrar o potencial terapéutico
advindo do estudo combinado de Biologia Sistémica, Biologia Sintética
e Teoria de Controle.

Como se depreende da leitura desta Secgdo, a instrugdo de alto
nivel “se <condi¢do> entdo <agao>", ou u* = g¢(z*) para z* e u*
representando a condigao e a a¢ao, respectivamente, pode ser traduzida
para a “linguagem de maquina’ molecular, ou “compilada” para tal
linguagem, de diferentes maneiras. Esse fato serd explorado em nosso
trabalho na etapa de realizacdo do supervisor, concebido aqui como
uma funcdo matematica que especifica, para os estados alcancaveis de
um dado sistema, um conjunto de acoes a serem implementadas, de
maneira que as especificagoes de malha fechada sejam satisfeitas.
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5 CONTROLE S_UPERVIS()RIO APLICADO A~
INTERVENCAO EM REDES DE REGULACAO
GENICA

5.1 VISAO GERAL

Neste Capitulo, discorreremos acerca das ideias centrais da Tese,
em que se elabora uma proposta, fundamentada na Teoria de Controle
Supervisorio, para resolver o seguinte problema: dada uma rede de re-
gulag@o génica nativa, especifique um conjunto de genes sintéticos que,
ao interagirem com a rede nativa, alteram de maneira pré-especificada
seu comportamento dindmico e estdtico.

Nosso procedimento para resolucao desse problema recebe como
entradas:

a) um modelo em autdémato de estados finitos da rede de regulacao
génica a ser controlada;

b) um subconjunto dos fatores de transcri¢ao dessa rede, aqueles que
serao codificados pelos genes sintéticos para alterar o comporta-
mento da rede nativa. S6 empregaremos, assim, proteinas enddgenas
para fins de controle, evitando interagoes ndo previstas que podem
advir da introducao de novas proteinas na célula;

¢) uma especificacdo de controle que, basicamente, consiste em um con-
junto de estados-alvo a serem atingidos pelo sistema e em restrigoes
adicionais sobre os estados permitidos no trajeto que vai do estado
inicial até os estados finais.

Como saida, o procedimento retorna:

a) critérios de projeto para as regices de regulagdo de cada um dos
genes sintéticos. Esses critérios sao expressos como funcoes de atu-
alizagao de estados Booleanas, projetadas de tal modo que as espe-
cificagdes de controle em (c) sejam atendidas.

Para obtermos os critérios de projeto dos genes sintéticos — a
saida de nosso procedimento — formulamos o problema de controle de
redes de regulagdo génica como um problema de Controle Supervisdrio
(Segéo 5.2).

A Teoria de Controle Supervisorio (T'CS) aborda o problema de
controle realimentado de Sistemas a Eventos Discretos (CASSANDRAS;
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LAFORTUNE, 2008; RAMADGE; WONHAM, 1987), sistemas dinamicos
cujos estados, pertencentes a um conjunto discreto, sao alterados pela
ocorréncia de eventos, como a chegada de uma pega para processa-
mento em uma méaquina, a falha em um robo, ou, no cenario biolo-
gico, a fosforilagao de uma proteina ou a ativagao de um gene, por
exemplo. Originalmente, a TCS foi concebida para alterar a lingua-
gem gerada por um dado sistema a ser controlado, também chamado
de planta. Entende-se por linguagem gerada o conjunto de todas as
possiveis sequéncias de eventos exibidas pela planta. A intervengao no
comportamento do sistema sob controle visa garantir que ele atenda a
um conjunto de especificagoes, cada uma delas associada a uma lingua-
gem contida na linguagem da planta. As especificacOes representam os
comportamentos desejaveis, admissiveis, para o sistema. Para restringir
o comportamento do sistema nao controlado, utiliza-se um supervisor,
uma entidade que observa os eventos gerados pela planta e, em fun-
¢ao das sequéncias observadas, desabilita a ocorréncia de certos eventos.
Nem todos os eventos podem ser desabilitados pelo supervisor, fato que
leva a partigao dos eventos da planta em eventos controldveis e nao con-
trolaveis. Um importante resultado da TCS estabelece a condigao que
planta e especificagao devem satisfazer, para garantir a existéncia de
um supervisor tal que o comportamento do sistema em malha fechada
(i.e. planta + supervisor) seja exatamente aquele permitido pelas es-
pecificagoes. Nesse caso, a linguagem dada pela especificacao é dita
ser controldvel. Caso a condi¢ao mencionada nao seja satisfeita, outro
resultado da TCS garante a existéncia da maior linguagem controlavel
contida na linguagem que representa a especificagao. Essa nova lingua-
gem corresponde ao comportamento minimamente restritivo capaz de
ser obtido por supervisao. Um objeto matemético que permite a im-
plementacao computacional dos resultados da TCS, incluindo a sintese
de supervisores, sdo os autématos finitos.

Em nossa abordagem, o supervisor observa o estado em que a
rede se encontra e restringe os eventos que podem acontecer ou, ainda,
forca certos eventos, para que as especificacoes de controle sejam atin-
gidas. A rede evolui, entao, segundo as determinagoes impostas pelo
supervisor, que observa o novo estado alcancado por ela e reinicia mais
um ciclo de medigao e atuagao, prosseguindo dessa maneira até que
os estados finais sejam atingidos. Na Secao 5.3, determinamos as con-
digoes matematicas que devem ser satisfeitas para que o problema de
controle tenha uma solu¢ao. Nas Segoes 5.2 e 5.3 serao expostas as con-
tribuigoes a Teoria de Controle Supervisério elencadas na Introducao
desta Tese.
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A realizacao do supervisor baseia-se na possibilidade de construir
moléculas sintéticas capazes de efetuar a operagao logica “se <estado>,
entao <acao>", operacao que, como vimos no capitulo passado, ja foi
construida a partir de diferentes circuitos moleculares, dentre eles, cir-
cuitos compostos por genes sintéticos. Na Segao 5.4, mostraremos como
tal funcao pode ser especificamente implementada por genes sintéticos
cujas regioes de regulacao sao programadas para detectar estados, dis-
parando agoes especificas, as sinteses das proteinas correspondentes.
Ainda na Secao 5.4, apresentaremos resultados da literatura que em-
basam as nossas duas principais hipoteses biologicas acerca dos genes
sintéticos:

i) As regides de regulagao dos genes sintéticos podem ser programa-
das para induzir sua transcricao em estados celulares especificos;

ii) Os genes sintéticos podem ser projetados de forma que a dindmica
dos processos de transcricao e tradugao seja mais rapida do que
aquela verificada em certos genes nativos (o que se traduz na pre-
emptabilidade de eventos, que sera discutida no &mbito da Teoria
de Controle Supervisorio).

5.1.1 Exemplo a ser Tratado no Capitulo

Ao longo do capitulo, aplicaremos as ideias elaboradas a uma
rede de regulacao génica teorica. Essa rede consiste em trés genes que
interagem por meio dos seus fatores de transcrigao segundo as fungoes
de atualizagao de estados descritas na Figura 24.

Consideraremos como estado da rede de regulacao génica na Fi-
gura 24 o conjunto dos estados Booleanos individuais de cada um dos
seus genes, ativado ou desativado, estados esses atualizados assincrona-
mente pelas fungdes f;. Assim, por exemplo, se o sistema encontra-se
em 110, ocorre uma transicao para 010, dado que f; = 0 em 110, pois
vz = 0. Modelaremos a rede como um autémato de estados finitos, se-
guindo as ideias apresentadas no Capitulo 3. Dadas essas premissas, a
Figura 25 mostra o diagrama de transigao de estados da rede-exemplo
e 0 automato correspondente, quando gy = 010.

Importante ressaltarmos que o modelo da rede de regulagao gé-
nica na forma de um autémato de estados finitos pode ser obtido de
diferentes maneiras, nao estando restrito & forma particular utilizada
para obtengao do autémato G da Figura 25(b), como ficara mais claro
apo6s a apresentagao do Capitulo 7.
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Figura 24 — Rede de regulagao génica que sera utilizada como exemplo
ao longo deste capitulo. Ela é composta por trés genes que interagem
por meio de seus fatores de transcrigao segundo as fungoes de atualiza-
¢ao de estados f;. O simbolo ‘A’ denota o operador logico E, enquanto
v; € interpretado como a negagao logica da variavel v;. Assim, a ex-
pressao f3 = Uz indica que o gene v3 serd desativado quando vy =1, o
que traduz matematicamente a repressao que us exerce sobre vs.

C@ fi=vinAvs
AN

+vy

D @
(a) (b)

Figura 25 — (a) Diagrama de transi¢do de estados da rede de regula-
¢ao génica da Figura 24. Se o sistema encontra-se no estado 110, por
exemplo, o gene vy serd desativado, pois f1 = v1 Avg = 1 A0 = 0.
Assim, o sistema faz uma transigio ao estado 010. (b) Representagao
grafica do autdémato de estados finitos G correspondente ao diagrama
em (a), quando 010 é o estado inicial. Estados pintados em cinza cor-
respondem aos atratores da rede. Note que, sem perturbacoes em 010,
o unico estado acessivel em G é o proprio estado inicial.
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5.2 FORMALIZACAO DO PROBLEMA DE CONTROLE

Suponha ser possivel inserir na célula genes sintéticos v € V*
que satisfazem as seguintes hipoteses:

a) o gene v; codifica para o mesmo fator de transcricdo que o gene
nativo v; € V', o fator de transcrigao u;;

b) a regido de regulagio de v; pode ser construida de tal forma que sua
transcricao se inicie em qualquer estado ou combinacao de estados.
Essa hipotese implica que a ativagdo (+vf) e desativagao (—v) do
gene v; sao eventos controldveis, na acepgao de que eles podem ser
desabilitados;

¢) a eficiéncia na expressao dos genes sintéticos pode ser ajustada de
modo que a dindmica de seus processos de transcrigao e tradugao
seja mais rapida do que aquela associada a alguns genes nativos
(BLAZECK et al.,, 2012; GINGOLD; PILPEL, 2011). Assim, a ativagao
de um gene sintético vj qualquer pode preemptar a ocorréncia de
eventos relacionados a alguns genes nativos. Chamaremos os eventos
que podem ser preemptados de eventos preemptdveis.

Em nossa abordagem, a modificagao no comportamento diné-
mico e de regime permanente de uma rede de regulagao génica dar-se-a
unicamente pela produgao regulada de fatores de transcrigao endégenos
a partir de genes sintéticos com as propriedades listadas no paragrafo
anterior. Decorre dessa proposta que a ativagao e desativacao de genes
nativos nao pode ser controlada diretamente, motivo pelo qual classi-
ficaremos esses eventos como nao controldveis. Tais eventos podem,
ainda, ser subdivididos em preemptaveis ou nao preemptaveis, depen-
dendo de quao rapidas sao as dindmicas de seus processos de trans-
cricao e tradugao. Preemptabilidade de eventos em nossa abordagem
estd, pois, ligada & dinAmica temporal relativa de processos bioldgicos.

Como exemplo, suponha que genes sintéticos v e v3 sejam esco-
lhidos para controlar a rede contida na Figura 24. A Figura 26 ilustra
esquematicamente a nossa proposta de controle quando aplicada a esse
exemplo em particular. Inicialmente, consideraremos uma dindmica, ir-
restrita para os genes sintéticos (ou seja, eles podem ser ativados ou
desativados em quaisquer estados) para, apds a etapa de sintese do
controlador, definir um padrao de ativagao que resulte na resolucao do
problema de controle.

A nossa escolha por genes sintéticos que codificam para os fatores
de transcrigao u; e ug para tratar o exemplo foi arbitraria, mas poderia
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Figura 26 — Exemplo do conceito de controle proposto em nossa Tese. A
rede de regulagao génica da Figura 24 é controlada por genes sintéticos
que: 1) detectam a presenga de uy, us e ug; e ii) respondem a esses
fatores de transcrigdo por meio da sintese regulada de u; e uz. As
regides codantes de v{ e v§ s@o conhecidas, codificam para u; e ug, mas
o impacto de w1, us e uz sobre a expressdo de v§ e v (representado
pelas fungdes f7 e f5) ndo esta determinado ainda. Essa informagdo s6
sera definida apos a resolugao do problema de controle.

ter sido o resultado de restrigoes bioldgicas concretas. Por exemplo, se
a energia necessaria para sintese de uy é elevada, produgoes adicionais
de tal molécula poderiam causar distirbios no comportamento celular
indesejaveis e dificeis de prever. A escolha dos fatores de transcrigao
a serem empregados para controle da dindmica celular pode ainda ser
resultado de uma anélise de sensibilidade, em que as moléculas com
maior impacto na dindmica da rede de regulacao génica nativa sao
selecionadas (veja-se, por exemplo, a analise conduzida no trabalho de
Galloway e colaboradores (GALLOWAY; FRANCO; SMOLKE, 2013)).

5.2.1 Modelo da Planta: Autéomato G&%

De modo a considerar as possibilidades de controle obtidas pela
inclusao de genes sintéticos na célula, devemos adicionar ao autémato
G, que modela o comportamento da rede nativa, os eventos e estados
introduzidos pela presenca dos genes sintéticos v, resultando em um
novo autémato que chamaremos G?".

Comecemos por construir a rede Booleana que descreve o sis-
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tema completo, contendo genes nativos e sintéticos. Essa rede é de-
finida pelo par (V U V* F°¢U F?®), em que V* é o conjunto de ge-
nes sintéticos vj, j € S C {1,..., N}, usados para fins de controle e
Fe = {ff}, 1 <i < N, o conjunto das novas fungdes de atualizagdo
dos genes nativos v;, que incluem os efeitos regulatérios resultantes da
ativagao dos genes sintéticos vj € V* (lembre-de de que a ativagao de
v? induz a sintese de u;). As fungoes ff : {0, 1}N*ISI — {0,1} sdo
dadas por ff(vV w(v®)), em que w = [w ... wy] para wy = vy se
k€S, ew, =0, caso contrario. A notagdo vV w é uma abreviagao de
[v1 Vw;...vn Vwy]. Asnovas fungoes ff € F° traduzem matematica-
mente o fato biologico de que o efeito regulatorio da proteina produzida
a partir de v; é o mesmo daquela sintetizada de v;. Assim, se um gene
v; € reprimido quando v; esta ativado, por exemplo, ele também ser&
reprimido quando v estiver ativado, portanto ff = (v; V vj)

j
O conjunto F* = {ff}jes contém as fungdes de atualizacao

I3 A0, 1}SI = 0,1} que modelam a dinadmica irrestrita dos genes
sintéticos que podem ser inseridos na célula. Essas fungoes serao defi-
nidas como fjs(vj) = 17;, cuja semantica é dada por “toda vez que v}
estiver ativado (ou desativado), ele pode ser desativado (ativado)”. Tais
/; formalizam a hipotese de que os genes sintéticos podem ser progra-
mados para iniciar a transcricao em qualquer estado ou combinagao
de estados. Como discutiremos adiante, uma vez definido o supervi-
sor que resolve o problema de controle, as fungoes de atualizacao dos
genes sintéticos assumirao expressoes diferentes, que refletem o padrao
especifico de ativagao/desativagao requerido pelo supervisor.

E possivel obter um diagrama de transicao de estados para (VU
V#, FeU F?) da mesma forma como fizemos para a rede (V, F'). Adici-
onalmente, pode-se associar ao diagrama de transi¢ao de estados assim
obtido um autémato G*" = (Q*", 3", §*", g%, Q2"). Esse automato
possui as seguintes propriedades:

e Os estados ¢** € Q*" contém uma cadeia binaria de tamanho
N + |8, com os valores dos estados de v; € V e v} € V?;

S

e O conjunto %" é composto pelos eventos +v;, —v;, +vj e —v7,
com 1 <i< N ejeS, associados com a ativagao e desativagao
dos genes nativos e sintéticos, respectivamente;

e HM: QA x XA — Q* é a funcdo de transicao de estados parcial,
trivialmente derivada do diagrama de estados (VU V*®, F© U F*).
Como adotamos uma atualizagao assincrona da rede completa, as
cadeias binérias associadas a dois estados ¢, € Q*" unidos por
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uma transi¢do r = §*"(g, o) diferem em no maximo um bit. Por
exemplo, se v; =0 em ¢ e v; = 1 em 7, entdo r = §**(q, +v;);

® g§" ¢é o estado inicial, em que os valores de v; sao os mesmos
adotados em gy de G, e os valores de v} sao iguals a zero;

e Q2" ¢ o conjunto de estados associados a uma tarefa completa.

Nem todos os estados ¢*" podem ser alcangados a partir de g§".
Consideraremos, no restante deste capitulo, que G®" é o resultado de
Ac(G*"), em que Ac(.) denota a operagao que retorna a parte acessivel
de um automato (CASSANDRAS; LAFORTUNE, 2008).

As hipoteses relativas aos genes sintéticos e nativos implicam
uma parti¢ao no conjunto de eventos ¥*" da forma ¥*" = 373 U Eg}% U

au au .
Zéfp U Zafp em que:
e X7% € 0 conjunto de eventos que podem ser controlados e forcados

a preemptar outros eventos em X7%. Esse conjunto é formado

exclusivamente pelos eventos +v;;

° 2)‘% é o conjunto de eventos que podem ser controlados, mas nao
forgcados a preemptar outros eventos em »*". Esse conjunto é
formado exclusivamente pelos eventos —v;’;

° E‘g]‘%p é o conjunto de eventos relacionados aos genes nativos que
podem ser preemptados por eventos em ¥%}. Todos os eventos
ligados aos genes nativos sdo, pela definicdo de nossa forma de
intervengao, nao controlaveis e nao forgaveis;

° Zg}%ﬁ é o conjunto de eventos relacionados aos genes nativos que
nao podem ser preemptados por nenhum evento em X%

A Figura 27 mostra o autémato G*" obtido para o nosso exem-
plo, quando ¢§" é tal que v; = v3 = v]{ =v5 = 0 e vy = 1. Na figura, os
eventos forgaveis sdo representados por arcos com um circulo, ao passo
que os eventos controlaveis sao designados por setas cortadas. Deter-
minados estados de G*" sao caracterizados pela sintese dos mesmos
fatores de transcrigao. Esses estados sao agrupados na Figura 27. Por
exemplo, nos estados § °9 e { ©}, os mesmos fatores de transcrigao es-
tao presentes, u; e us. No primeiro estado, us é sintetizado a partir de
v3, enquanto, no segundo estado, v3 é o gene responsavel pela produgao
de u3. Do ponto de vista fisioldgico, no entanto, ambos os estados sao
equivalentes, dado que é o conjunto de proteinas presentes em um dado
momento o fator determinante do comportamento celular.
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Figura 27 — O autdémato G*" capta o comportamento da planta con-
tendo os genes nativos vy, v € v3, bem como os genes sintéticos v{ e v3.
Cada estado de G*" é representado por um circulo, em que a primeira
linha contém os valores das variaveis de estado vy, v9,v3, enquanto a
segunda linha mostra os valores das variaveis de estado v e v3. Esta-
dos caracterizados pela sintese dos mesmos fatores de transcrigdo sao
agrupados (e etiquetados por uma cadeia indicando quais séo os fatores
de transcri¢do sintetizados). As setas que representam os eventos +u;
e —v; (ndo controlaveis) estdo pintadas de preto. As setas cinzas sdo
aquelas associadas as transigoes +vi (forcaveis e controlaveis) e —vy
(controlaveis). Eventos que podem acontecer a partir de qualquer es-
tado dentro de um mesmo agrupamento estao desenhados por uma seta
com o corpo mais largo.
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A agregacao de estados fisiologicamente equivalentes sugere a
construcao de um novo autémato, que chamaremos G™, cujo ntiimero
de estados é menor. O procedimento empregado para obtengao de
G™ segue os passos mostrados em um trabalho anterior de Hubbard
e Caines (HUBBARD; CAINES, 2002), que serd detalhado na proxima

subsecao.
5.2.2 Abstragiao de G®": Autémato GM

A introdugado de genes sintéticos para fins de controle aumenta
significativamente o niimero de estados do autémato finito que repre-
senta o comportamento dindmico do sistema, como se depreende a par-
tir da comparagdo entre as figuras 27 e 25(b). O namero de estados
aumenta de um méximo de 2V em G, em que N é o nimero de no-
dos da rede de regulacdo, a um maximo de 2VHSI em G**, com |S]
sendo o tamanho do conjunto V*, ou seja, o nimero de genes sintéticos
utilizados.

Para evitar um aumento dos custos computacionais durante a
etapa de sintese do supervisor, simplificaremos o autéomato G*" para
obter um autémato G com menos estados (limitado a um maximo de
2NV).  Essa simplificacdo baseia-se na ideia de que estados de G** que
sintetizam os mesmos fatores de transcrigao podem ser agregados, dado
que esses estados sao equivalentes do ponto de vista fisioldgico.

A Figura 28 mostra o autémato G™, derivado do G*" contido
na Figura 27, para o caso em que todos os eventos nao controléveis da
rede nativa podem ser preemptados pela ativagao dos genes sintéticos
v} e v5. Uma andlise comparada das Figuras 28 e 27 permite identificar
os trés principais conceitos subjacentes a essa etapa de simplificagao:

e Um estado em G™ corresponde a uma certa combinacio de fatores
de transcri¢ao sintetizados em um dado momento, em vez de uma
combinagao de estados individuais dos genes v; e v]. Ressalte-
se que um fator de transcrigao u; estéd presente na célula se, e
somente se, v; ou v; estao ativos;

e Transigdes entre estados de G™ podem ser interpretadas como: a)
um aumento na concentragao do fator de transcrigao u; acima de
um valor de limiar, evento denotado por 4+u;; ou b) um decréscimo
na concentracao do fator de transcricao u; abaixo de um valor de
limiar, evento representado por —u,.

4

e O conjunto de eventos de G ¢ particionado de modo a refletir
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+U2

Figura 28 — Automato G" obtido a partir de G*'. GM registra quais
fatores de transcrigdo sao sintetizados em um dado momento. Os es-
tados de GM sdo, assim, uma agregacao dos estados de G*, conforme
mostrado na Figura 27. G™ pode ser interpretado como uma visao de
alto nivel do autémato G*". Os elementos da representacao grafica do
autémato G pintados em cinza correspondem a “fatos novos”, sejam
eles eventos ou caracteristicas qualitativas dos eventos, como controla-
bilidade e forgabilidade, devidos & introducao de genes sintéticos para
fins de controle (compare G" com o autémato G da Figura 25(b)).

se as transigoes podem ser controladas, for¢cadas ou preemptadas.
Esse particionamento dependera da estrutura do automato de
baixo nivel G*".

Até o final desta subsegao, formalizaremos as ideias delineadas
qualitativamente até aqui, de maneira a obter, para o caso geral, o
automato GM = (X, XM, M x4, X,,,) de GV

Inicialmente, considere a funcio E : Q** — {0,1}", definida da
seguinte forma:

v;, caso contrario

v Vi, se v; € V?®
Eita) = {

A fungdo F associa a cada ¢ € Q*" uma cadeia de Os e 1s com tamanho
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N, em que a i-ésima entrada F; indica se o fator de transcricdo u; é ou
nao sintetizado naquele estado.

Em seguida, agrupe os estados g € Q*" de tal forma que ¢,r €
Q*" pertengam ao mesmo x se, e somente se, E(q) = E(r). Tal agrupa-
mento define uma particio X = {z',..., 2"} sobre Q*", com z* C Q*",
Uzt =Q™ ez'Nal =0, parai # j, 1 <i,5 < h. A cada elemento
da particao x € X associa-se uma cadeia binaria resultante da aplica-
¢do de E(.) aos estados ¢ € z, com xj, denotando o k-ésimo elemento
dessa cadeia. Os conjuntos x € X correspondem aos estados do novo
automato G™. Note, no entanto, que cada estado = de G™ é também
um conjunto de estados g € Q*" e, por isso, operagoes definidas sobre
conjuntos podem ser aplicadas aos elementos « € X, como x Uy. Ao
longo da Tese, para evitar confusoes, chamaremos os estados ¢ € Q*"
de microestados, e os estados x € X, macroestados.

Antes de prosseguirmos com a definicio de £ e 6", alguns novos
conceitos serao apresentados.

Defini¢ao 1. O conjunto I(x) C z de um macroestado v € X € o
conjunto que contém:

a) q=q§", se g}V € x, e

b) aqueles microestados q € x para os quais
Ir € 2% tal que 3o € X" com 6 (r,0) = ¢,

em que € denota o complemento do conjunto x em Q*".

Ou seja, I(x) é o conjunto de microestados de entrada em x
(HUBBARD; CAINES, 2002).

Definigao 2. Um macroestado x € X é dito ter uma transi¢do para
outro macroestado y € X, equivalentemente, a relagao (x y) € vdlida,
sempre que g € I(y) e r € x satisfazendo

do € ™ tal que §*(r,0) = q.

Devido & hipotese de que estados em G*" sao atualizados as-
sincronamente, a transi¢ado 6" (r,0) = ¢ somente é definida para mi-
croestados ¢, r cujas cadeias binarias diferem precisamente em um bit
apenas. Essa propriedade é herdada por GM: estados z,y € X podem
ser conectados por um evento se, e somente se, as cadeias binarias a
eles associadas diferem em um bit somente.

O conjunto de eventos XM e a funcdo de transicao parcial 6™ de
G™ sdo, entdo, definidas trivialmente da seguinte maneira:
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e Se (x,y) é valido, com xp = 1, yp, = 0, 1 < k < N, entdo
—up € She §hi(x, —ug) = y;
e Se (x,y) é valido, com xp = 0, yr, = 1, 1 < k < N, entdo

+ug, € M e 6N (2, dug) = .

Para fins de controle, particionaremos o conjunto ™ de acordo
com as caracteristicas qualitativas de seus eventos, como controlabili-
dade, forgabilidade e preemptabilidade. Para melhor entender esse pro-
cedimento, recomendamos ao leitor uma anélise cuidadosa das Figuras
29 e 30. Elas mostram, respectivamente, todas as possiveis configura-
¢oOes em que um evento —u; ou 4u; conectam dois macroestados x e y.
Por exemplo, na Figura 29(a), caso em que o gene nativo v; é ativado
pelos fatores de transcrigao presentes em x, observa-se que somente a
partir de microestados em = que satisfazem v; = 0 e v = 1 é possivel
atingir microestados em y. Essas transi¢oes sao sempre controlaveis,
o que implica —u; € Zglf— para o caso tratado. Nessas figuras, e ao

longo do documento, os subscritos de cada elemento da particdo de XM
denotam se os eventos pertencentes a esse elemento sao controlaveis ou
nio (c ou ¢), forgaveis ou nao (f ou f), preemptéveis ou nao (p ou p).

Para formalizar a particdo de XM, considere as definicoes a se-
guir. Elas sdo escritas de modo a refletir a estrutura particular do
automato G®", bem como o particionamento peculiar dos estados de

Qall

Definicao 3. Uma relagio (x y) € dita ser for¢dvel, representada por
(x y)s, se, e somente se,

Vq € I(z) : 3o € 7} tal que 6™ (q,0) € y.

Assim, a relagdo (z y) ; é valida toda vez que houver um evento forgavel
em todos os microestados pertencentes a I(x) que leva o sistema a um
microestado em y (veja Figura 30, situagoes (a) e (b)).

Definicao 4. Uma relagio {x y) € dita ser controldvel, representada
por (z y)., se, e somente se,

Vg € I(z) : 3o € ™ tal que 6*"(q,0) €y = (0 € BFFUXT}) V
lo € £%7, A3E € 5T} tal que (r = 6*(q,§) € 2)A
(Aw € (237, URZR)" com 6 (r,w) =y e 6" (r,w’ < w) = z)].
A notacao 63" é empregada para representar a extensao trivial de §*"
para cadeias de eventos w € (X")*, enquanto w’ < w denota as sub-
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Figura 29 — Situagbes em G*" nas quais o evento de alto nivel —u; co-
necta o macroestado x a y (cada um etiquetado pela cadeia binaria que
indica quais fatores de transcrigao sao sintetizados pela célula naquele
macroestado). Os microestados estdo agrupados de acordo com uma
mascara que considera os valores de v; e v somente, dado que essas
sdo as unicas informacoes relevantes para o estudo de —u;. Note que
outros eventos de alto nivel podem ocorrer em z e y (eles ndao sdo mos-
trados para reter a simplicidade na representagao). Arcos pontilhados
denotam microestados em = que podem ser microestados de entrada,
dependendo do sistema. Os eventos —v; podem ser preemptéaveis (arcos
continuos) ou nao preemptaveis (arcos tracejados). (a) v; é ativado em
x; (b) v; é desativado em z e —v; é preemptavel; (c) v; é desativado em
x e —v; € ndo preemptavel; (d) vi € V*.
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Figura 30 — Situagoes em G*" nas quais o evento de alto nivel +u; co-
necta o macroestado x a y (cada um etiquetado pela cadeia binaria que
indica quais fatores de transcri¢ao sao sintetizados pela célula naquele
macroestado). Os microestados estdo agrupados de acordo com uma
mascara que considera os valores de v; e v; somente, dado que essas sao
as unicas informagoes relevantes para o estudo de —u;. Note que outros
eventos de alto nivel podem ocorrer em x e y (eles ndo sdo mostrados
para reter a simplicidade na representagao). Os eventos +v; podem ser
preemptéaveis (arcos continuos) ou nao preemptaveis (arcos tracejados).
(a) v; é ativado em x; (b) v; é desativado em z; (c) vi & V*.
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cadeias (ou prefixos) estritas de w. A rela¢do (v y). é valida sempre
que todos os eventos o que levam o sistema a um microestado em v,
a partir de um microestado em I(z), puderem ser evitados, seja: a)
desabilitando-os; ou b) preemptando-os, por meio de evento forgavel £
que traz o sistema a um microestado r € x a partir do qual nao existe
nenhuma cadeia de eventos nao controlaveis conduzindo diretamente a
y (veja Figura 29(a),(b) e Figura 30(b)).

Definicao 5. Uma relagio (x y) é dita ser nao controldvel mas pre-
emptdvel, representada por (x y>5p, se, e somente se,

Vg € x:Jo € X7 tal que 6*(q, o) € y.

A relagdo (z y)zp é valida sempre que todos os microestados ¢ € x
forem conectados a um microestado em y por meio de um evento o nao
controlavel, mas preemptéavel (veja Figuras 29(d) e 30(a),(c)). Nesse
caso, a transi¢gao a um microestado em y nao pode ser desabilitada,
mas somente preemptada por um evento que necessariamente leva o
sistema a um microestado que nao pertence a x.

Definicao 6. Uma relagdo (x y) € dita ser nao controldvel e nao pre-
emptdvel, representada por (x y>55, se, e somente se,
dgel(x):3Jo € Eg}j—ﬁ tal que 6*"(q,0) € y.

A relagdo (z y)zp ¢ valida sempre que existir um microestado ¢ € I(x)
a partir do qual um evento nao controlavel e nao preemptavel o leva o
sistema a algum microestado em y (veja Figuras 29(c),(d) e 30(a),(c)).

O conjunto de eventos de alto nivel do autémato G pode, entao,
ser particionado, de uma maneira dependente do estado, da seguinte
forma:

S (x) = {r € ¥" | 3y € X tal que §"(z,7) = y A (2 y). 6 valida A
(x y) s é valida};

Ser(x) = {m € Z" | 3y € X tal que 6" (z,m) = y A (z y). & vilida A
(x y) r ndo é valida};

S (@) = {m € B | Iy € X tal que 6™ (2,7) =y A (x y)qp € valida A
(x y) s € valida};
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Z}E‘}-ﬁ(x) = {r e XM |3y e X tal que 6" (z,7) =y A (x y)ep ¢ valida A
(x y) s é valida};

hi
Yefp
(x y) r ndo é valida};

hi
Xefp
(x y) r ndo é valida}.

(z) = {mr € Z™ | Jy € X tal que 6" (z,7) = y A (x y)gp ¢ valida A

(z) = {r € ¥ | Jy € X tal que 6" (z,7) = y A (2 y)gp & valida A

O conjunto E?}(x) pode ser, ainda, particionado em dois con-
juntos, conforme o evento 7™ que vai de z a y possa ocorrer a partir
de todo microestado ¢ € x ou nao. Tome —u; representada na Figura
29(a) como um exemplo. Se o sistema entra no macroestado z por in-
termédio de microestados em que v; =1 e v; = 0, caso a transi¢ao +v;
ocorra, entao o sistema se desloca para microestados que nao podem
alcancar y sem sair de x. Formalmente, dizemos que 7 € Z}C‘}D (z) se,
e somente se, para todo ¢ € x existe um caminho w € (X")* tal que
024 (q,w) € y e 63%(g,w’ < w) € z para qualquer subcadeia estrita w’
de w. Caso contrario, m € E?}D(I’).

Ao longo do texto, a notagao utilizada para indicar a uniao de
diferentes particoes em LM sera abreviada. Por exemplo, o conjunto de
todos os eventos controlaveis Elg} U E?} serd escrito simplesmente como
Do ().

Finalmente, zy € X é definido como o macroestado que contém
g5 € Q*, e a escolha do conjunto marcado X, depende da tarefa
de controle especifica a ser resolvida, como veremos adiante. Assim,
completamos a definicio do autémato de alto nivel GM e da natureza
dos eventos a ele associados.

5.2.3 Definicao das Entradas de Controle

O problema de controle sera formulado como um problema de re-
alimentacao de estados, em uma abordagem baseada na Teoria de Con-
trole Supervisorio (WONHAM, 2010). Segundo esse corpo teorico, um
supervisor para o autdmato G™ & definido como uma funcdo S™ : X —
22h’, ou seja, o supervisor associa a estados x € X um subconjunto
dos eventos em ¥M que denotam quais eventos sdo permitidos (em
nossa abordagem, eles podem ser simplesmente habilitados ou, entao,
forgados pelo supervisor). Assim, o supervisor desabilita ou preempta
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a ocorréncia de uma parte dos eventos possiveis em x.
Suporemos que uma entrada de controle valida S™(z) em um
macroestado z possui uma das duas formas que seguem:

1) S*(z) = AUSE(2), com A = {} para 7 € S (x);

2) Shi(z) = AU Xhi(z), com \ € 95 (@),

Tais entradas de controle S"(x) serdo chamadas de admissiveis
e o conjunto de todos os controles admissiveis em z sera representado
por Ali(z). Por vezes, podemos nos referir a essas entradas de controle
como controles do tipo (1) e (2).

A entrada de controle do tipo (1) é empregada para garantir
que eventos nao controléveis, mas preemptéveis, nao ocorram no alto
nivel. Isso s6 é possivel por meio do uso de eventos forcaveis. Em-
bora tal S"(z) contenha possivelmente mais do que um evento forcavel
(pois além de 7y € A, E}cll‘j(:c) também pode conter eventos forgaveis),
destacamos um dentre eles, o evento m¢, para reforcar a ideia de que,
na implementagao de S™(z), optaremos sempre por forcar somente um
evento de alto nivel. A justificativa para essa decisao repousa no fato de
que forcar um evento no alto nivel implica, biologicamente, ativar genes
sintéticos e, por conseguinte, consumir energia celular. Ao forgarmos
todos os eventos em S"(z) do tipo (1), estarfamos optando por uma
realizagao ineficiente do ponto de vista energético. A escolha aqui feita
nao impacta a resolugao do problema de controle, mas tao somente a
realizagao.

A entrada de controle do tipo (2), por outro lado, habilita em x
um subconjunto A dos eventos controlaveis (note que A ndo pode conter
um elemento de E?} (z), dado que isso implicaria for¢ar um evento, um
caso ja tratado pelo controle do tipo (1)). A entrada de controle do
tipo (2) precisa também habilitar todos os eventos ndo controlaveis em
2 (mesmo aqueles preemptaveis, ja que eles s6 podem ser preemptados
por eventos for¢aveis, que nao fazem parte dessa entrada).

Shi /G denota o comportamento em malha fechada do sistema
composto por GM sob acido do supervisor SM. O estado inicial
de GM & também o estado inicial de S"/GM. A entrada de controle
Shi(z) € Ab(z) aplicada ao estado z € S™/GM permite a ocorréncia
de transicoes para estados y, satisfazendo y = 0" (x,0) para todos
o € Shi(z).

Usaremos a notagao Hgi(:ﬂ) para representar o conjunto de ma-
croestados y que podem ser alcangados a partir de z (i.e. sua ima-
gem) por meio da entrada de controle admissivel ¢ = Sh(z). Em-
bora H}'(x) seja um conjunto de macroestados y € X, H}!(x), por
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vezes, serd tratado como o conjunto de microestados por ele encam-
pado. Logo, dado v € 29, sentencas do tipo vy C ’Hgl(w) sao validas.
O conjunto ’Hgl(a:) ¢ definido da seguinte forma:

a) se Shi(x) - EE}D(I‘), entao Hgi(x) = {z}U{y| y = 6"(z,7) para 7 €
Shi(x)}. Ou seja, se o supervisor s6 permite a ocorréncia de eventos
T € E?}—D(a:), a imagem de x para o controle ¢(z) = S"(z) inclui
também o macroestado x, pois 7 pode nunca ocorrer em ;

b) se Sh(z) ¢ E?}D(xL entao 'H](;‘(x) = {y| y = " (x,7) para 7 €
Shi()}

5.2.4 Problema de Alcancabilidade Estrita

Nesta subsegao, formalizaremos o problema de alcancabilidade
estrita. Qualitativamente, esse problema consiste em levar um sistema
qualquer de um estado inicial zg a um conjunto final de estados X,,,
mantendo-o nesse conjunto por tempo indeterminado. Esses estados-
alvo poderiam representar, por exemplo, uma regiao do espago de es-
tados celular em que a producao de um dado metabdlito em bacté-
rias é otimizado; o “ponto de operagao” de uma rede bioldgica que foi
perturbada pela ocorréncia de um evento inesperado; um tipo celular
especializado a ser obtido a partir de células-tronco, etc. Tal tarefa de
controle encontra diversas aplicagoes em areas como Engenharia Meta-
bélica, Engenharia Tecidual e pesquisa terapéutica com células-tronco.

Para definir formalmente o problema de alcangabilidade estrita,
empregaremos o conceito de predicado, uma fungao P : X — {0,1} que
usaremos para distinguir macroestados x € X que satisfazem alguma
propriedade biolégica de interesse daqueles que nao o fazem.  Por
exemplo, poder-se-ia imaginar um predicado P que assume valor l6gico
0 naqueles estados com um alto consumo médio de energia celular. Xp
denota o conjunto de estados x para os quais P(z) =1 ez = P é uma
notacdo sinénima a x € Xp. Adicionalmente, usaremos a abreviagdo
P = verdadeiro (ou P = falso) para os casos em que P(x) = 1 para
todos os € X (P(x) = 0 para todos os x € X).

Problema 1. Dada uma planta G = (X, XM, 6% 24, X,,,) e um pre-
dicado P # falso, com X,, C Xp, encontre um supervisor S™ tal que
a sequéncia {Y;}._,, definida por:

1. Yo ={xo}; e
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2. Yi =Uey, , Hil(2), 1 <i <1, para ¢ = Shi(z),
satisfaga:
i) Y; C Xp, para 0 < i <I;
i) Yi C Xon;

iti) Eviste Y* C X, tal que Y CY* e Y* = U,y Hg‘(x) para
¢ = Shi(z).

Note que, além de convergir a um subconjunto X, a partir de z,
sem sair de X p, requer-se que o sistema convirja para macroestados que
permanecam em X, (esse conjunto invariante é representado por Y*
na formulagdo acima). O predicado P pode ser adotado para especificar
propriedades adicionais a serem satisfeitas pelo sistema de controle em
malha fechada na trajetoria de xq a X,,.

5.3 CONDICOES PARA EXISTENCIA DE UM SUPERVISOR

Para determinar as condi¢Ges que, se satisfeitas, garantem que o
problema de alcangabilidade estrita possui solugao, algumas defini¢oes
preliminares sao necessarias.

Definicao 7. A funcio controldvel &y : 2W — 2V para W C X, €
definida como

Sy (Z) = {x € Z| 3¢ € Al (x) tal que ’Hgi(x) C Z}.

Assim, dado um conjunto Z € 2%, a funcio ®yw (Z) retorna
o conjunto de macroestados x € Z para os quais existe no minimo
uma entrada de controle ¢(x) € Al%(z) que faz com que o estado z
permanecga em Z no passo seguinte. O conjunto parcialmente orde-
nado (2", <) forma um reticulado completo, com a ordem parcial ‘=<’
dada pela operagdo de continéncia de conjuntos. Adicionalmente, ®y
¢ um operador que preserva a ordem induzida por ‘<’ pois Py (Z71) <
Dy (Z2) sempre que Z1 = Zy. Logo, o conjunto de pontos fixos de Py
tem um ponto fixo maior de acordo com o Teorema de Knaster-Tarski
(TARSKI, 1955), ponto fixo que denotaremos (P ).

Definicao 8. A funcdo de alcangabilidade estrita, Op : 2Xr — 2%p
g}fleﬁmda como Op(Z) = {zx € Xp | Ip(x) € Al(x) tal que ’Hg‘(m) C
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Ou seja, a funcdo Op aplicada a Z € 2X7 retorna o conjunto de
macroestados que, além de satisfazerem P, tém imagem contida em Z.

Definicao 9. O predicado de alcancabilidade estrita associado ao auto-
mato GM e ao predicado P, representado por SRY (GM) : X — {0,1},
€ definido como verdadeiro precisamente nos macroestados x que satis-
fazem x € T*, em que T € o ponto fixo minimo de Op que contém o
congunto X}, = u(®w), para W = X,,.

Esse predicado contém, assim, todos os macroestados z € Xp
a partir dos quais é possivel garantir que existem entradas de controle
que os levem a um subconjunto controlavel de X,,, com trajetorias que
também satisfazem P.

Proposigao 1. O problema de alcangabilidade estrita possui solu¢do
se, e somente se,

1. Xx #0; e
2. zg = SRP(GM).

Demonstragao. (se):
Se X # (0, entdo, pela Definicao 7, é verdade que, para todo
x € X}, existe uma entrada de controle ¢(x) tal que ”Hgi(x) < X
uma dessas entradas ¢ e faca S"(x) =

*
m?

Escolha, para cada x € X

p(z).
O ponto fixo minimo de © p que contém X, T, pode ser obtido
a partir da seguinte iteragao:

[ ] TO = X:n,
o Thi1=0p(T,),n>0;
o T* =T}, com k tal que T,,11 =T, para n > k.

Por construcdo, T,, C Xp, paran > 0. Se zg = SRT(G"), entdo
xo € Ts para algum (possivelmente mais do que um) 0 < s < k. Tome
o menor de tais s. Entao:

L4 YE):{IE()}QTS,

oV, = U&Yii1 Hy'(x), 1 <4 < s, com ¢(x) escolhida de tal forma
que ’Hg‘(x) C Tj_1 para ¢ € Tj. A existéncia de tais ¢(x) é
garantida pela Definigao 8.
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Por construgao, ¥; C Xp, para 0 <i < s,e Y; C X' . Os con-
juntos Y; assim definidos satisfazem as condigoes (i)-(iii) do problema
de alcancabilidade estrita para [ =se Y* = X .

(somente se):

Assuma, agora que existe um supervisor S" tal que o problema
de alcancabilidade estrita possua solugdo. Assim, pela condicao (iii)
do enunciado do problema de alcancabilidade e pela definicao de X',
chegamos & conclusdo de que X # 0, pois X contém Y* e, por
construgao, Y* # (.

Usando a definicao da fungao ©p e o fato de que ela preserva
ordem, obtemos Y;_1 C ©p(Y;) C ©p(X},). Iterando essa desigual-
dade sucessivamente, chegamos a Yy C Op(Y;) C OL(X}). Mas
OL(X},) C T* e, portanto, os elementos de Yy satisfazem o predicado
de alcancabilidade estrita associado a G" e ao predicado P. Assim,
To ): SRP(Ghi).

O

5.3.1 Exemplo: Parte I

Para o exemplo enunciado no inicio deste Capitulo, considere
Xm = {101} e P = verdadeiro. Nesse caso, X}, = X,,, = {101}, dado
que ¢(101) = {} é uma entrada de controle admissivel que mantém o
sistema no macroestado 101. O calculo do ponto fixo minimo T de
Op que contém X/, faz-se de maneira iterativa, resultando na seguinte
sequéncia de conjuntos:

To = {101}

T, = {101,100, 111,001}

T, = {101,100, 111,001, 000, 110, 011}

T3 = T* = {101,100, 111,001,000, 110,011, 010}.

O macroestado inicial 010 = SRF(GM) e, por isso, pela Pro-
posicao 1, é possivel encontrar uma sequéncia de entradas de controle
que conduzem a rede de seu estado inicial 010 ao estado final 101.
De fato, podemos verificar por inspecao direta da Figura 25(b) que
existem diversas solugoes para o problema. Uma delas é dada por:
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SP(010) = {+uy}, SM(110) = {+uz}, SM(111) = {—uz} e, finalmente,
Shi(101) = {}.

Embora a solucao para esse problema seja facilmente determi-
nada sem o emprego de qualquer método formal, o mesmo nao seria
verdadeiro caso o autémato G™ tivesse centenas ou milhares de estados.

5.3.2 Escolha de um Supervisor

A Proposicao 1 fornece as condi¢oes necessarias e suficientes para
a existéncia de supervisores que resolvem o problema de controle con-
siderado nesta Tese. Ela nao prové, no entanto, um supervisor em
particular.

Na demonstracao da Proposicao 1, uma estratégia especifica para
construgao de supervisores foi adotada. Ela baseia-se na ideia de es-
colher, para um dado x € Ty, uma entrada de controle ¢(x) tal que
Hgi(x) C Tk_1. Segundo essa abordagem, portanto, a cada passo o
sistema fica mais préoximo de alcancar o conjunto X;,. Essa estraté-
gia minimiza, por conseguinte, o nimero de iteracoes necessérias para
atingir os estados-alvo a partir de xg, mas diferentes métricas poderiam
mostrar-se mais tteis em outras aplicagoes.

Veremos, por exemplo, no proximo capitulo, como obter supervi-
sores que, nao somente resolvem o problema de alcangabilidade estrita,
mas o fazem minimizando a energia consumida pelo sistema em malha
fechada. Esse critério é importante para garantir uma operagao ade-
quada do sistema de controle ao longo de varias geracoes, pois circuitos
celulares supérfluos que drenam muita energia sao mais suscetiveis a
mutacoes deletérias.

Poder-se-ia pensar, ainda, em um supervisor tal que sua reali-
zagao com genes sintéticos se desse com a utilizagao do menor niimero
possivel de genes. Quanto maiores os trechos de DNA inseridos na
célula a ser controlada, maior a carga molecular a ser replicada pelo
organismo e, assim, maior o custo energético imposto pelo supervisor.

Um outro aspecto que poderia ser considerado é a robustez do
sistema de controle em malha fechada. Como incertezas (estruturais e
paramétricas) sao intrinsecas aos modelos matematicos de sistemas bi-
ologicos, a robustez de um controlador é fator chave para determinar se
a solugao encontrada apresentara o desempenho desejado em aplicagoes
reais.
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5.4 REALIZACAO DO SUPERVISOR
5.4.1 Conversao de SM(z) em f7

Os controles admissiveis S"(z) € Ali(x) dos tipos (1) e (2)
baseiam-se em duas intervengoes elementares:

e forcar um evento de alto nivel 7 € E?i(x) em z € X, ou

e desabilitar um evento de alto nivel o € ¥ em x € X.

Somente eventos do tipo +u; podem ser forgados em um dado
macroestado x, e essa acdo estd sempre associada a forgar +v;, e, por-
tanto, a ativar v;, em todos aqueles microestados de G*" contidos em
z (veja as Figuras 30(a) e 30(b)). Assim, para implementar tal agio
de controle biologicamente, exige-se que o gene sintético tenha uma re-
giao de regulagao tal que sua transcrigao se inicie toda vez que a célula
estiver no estado z.

Por outro lado, tanto eventos do tipo +wu; quanto eventos do
tipo —u; podem ser desabilitados, contanto que sejam controlaveis. Se
o evento a ser desabilitado é do tipo +u; € EE}»(Z‘), entdo +vf deve
ser desabilitado nos microestados contidos em z (veja Figura 30(b)).
Isso equivale, biologicamente, a desativar v em todos os microestados
pertencentes a x. Lembre-se de que a ocorréncia de eventos controlaveis
e forgéveis no alto nivel deve-se exclusivamente & ativagao dos genes
sintéticos no baixo nivel.

Se o evento de alto nivel a ser desabilitado em x é do tipo —u; €
E?}, pode-se implementar tal acdo no baixo nivel ao forcar +v; para
preemptar —v; e/ou desabilitar —v{ (Figura 29(b)). Biologicamente,
evita-se a diminui¢gdo na concentragao de um dado fator de transcri¢ao
—u; em x pela ativacao do gene sintético v] em z.

A Figura 31 mostra como a ativagao e a desativac¢ao de genes sin-
téticos v] nos microestados que compoem um macroestado x implemen-
tam agoes no baixo nivel que desabilitam ou habilitam, por exemplo,
eventos controlaveis —u; do alto nivel. Analise similar aquela ilustrada
pela Figura 31 pode ser conduzida para os casos em que se deseja: a)
forgar eventos de alto nivel +u;; e b) desabilitar eventos de alto nivel
do tipo +u;.

Resumidamente, portanto, toda entrada de controle S™ () pode
ser implementada por agoes no baixo nivel que decorrem de uma ade-
quada ativacao ou desativacdo, em todos os microestados pertencentes
a z, de cada um dos genes sintéticos v € V* (outras implementagoes de
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Figura 31 — A ativagao e a desativacio de genes sintéticos implementam
biologicamente as agoes de baixo nivel que permitem a desativacao
de eventos do alto nivel do tipo —u,;. Setas cinzas correspondem a
eventos desabilitados ou preemptados, enquanto setas pretas, a eventos
habilitados. (a;) Variante da Figura 29(a) quando —u; € SM(z). O
gene sintético v é ativado pelos fatores de transcri¢do sintetizados em
x. (ag) Variante da Figura 29(a) quando —u; € S"(z). O gene sintético
v & ativado. (by) Variante da Figura 29(b) quando —u; € S™(z). O
gene sintético v; é desativado. (bz) Variante da Figura 29(b) quando
—u; € SM(z). O gene sintético v§ é desativado.
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Shi(z) no baixo nivel seriam possiveis, mas essas alternativas exigiriam
a capacidade de distinguir entre dois microestados quaisquer q,r € =,
0 que, biologicamente, é mais dificil de se implementar, dado que ¢ e
r sintetizam os mesmos fatores de transcri¢ao). Logo, a nossa imple-
mentacdo de SM(x), de uma perspectiva biolégica, requer que os genes
sintéticos reconhecam conjuntos de fatores de transcri¢cdo, os macroes-
tados, disparando agoes correspondentes, quais sejam, a sintese de seus
fatores de transcrigao.

Com tal implementacao biologica, os microestados de G* que
sio alcangados a partir de x pertencem garantidamente a #}'(z), um
topico que exploraremos de maneira mais aprofundada e formal na
se¢ao dedicada & Consisténcia Hierarquica.

5.4.2 Exemplo: Parte II

Apliquemos, agora, as ideias desenvolvidas na subsegao anterior,
a fim de determinar o padrao de ativacao dos genes sintéticos v] e v§
para o exemplo tratado neste capitulo. As acoes de controle S"(z) a
serem aqui utilizadas sdo aquelas obtidas na Subse¢ao 5.3.1.

Para forcar +u; em 010, deve-se forcar +vf] e, portanto, ativar
v], em todos aqueles microestados contidos em 010. Adicionalmente,
desabilitar —u; em 111 e 101, como requerido por S®(111) e S*(101),
respectivamente, também é realizado biologicamente pela ativacao de
v7 no contexto proteico dado pelos macroestados 111 e 101. O mesmo
raciocinio aplica-se para decidir pela ativagao de v3 nos macroestados
110, 111 e 101.

A definigao dos padroes de ativagao/desativagao de v5 e v§ como
funcao dos macroestados = é equivalente & definicao das funcgoes de
atualizacao f; e f5 que, por sua vez, refletem as caracteristicas das
regides de requlagdo de v] e v3, pois tais padroes especificam exatamente
quando os genes devem ser ativados ou desativados. Para o exemplo, e
considerando as informacoes do paragrafo anterior, podemos escrever,
matematicamente, ff(u1,us,uz) = (Wr Aug AUz)V (ug Aug Aug) V (ug A
Uz Aug) e f5(ur,u,uz) = (ug Aug Auz) V (ug Auz Aus) V (ug Atz Aug),
em que: u; é a varidvel booleana que indica se a concentragao de u; esta
acima (u; = 1) ou abaixo (u; = 0) de um dado valor de limiar; ‘A’ e ‘V’
denotam os operadores logicos E (AND) e OU (OR), respectivamente;
e u; indica a negagao logica da variavel u;. Assim, f7 reflete o fato de
que o gene sintético v{ deve possuir uma regiao de regulagao tal que
sua ativacao s6 se dé nos macroestados 010, 111 ou 101.
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No proximo capitulo, mostraremos em detalhes como simplificar
as expressoes obtidas para as fungbes f7, de maneira que suas im-
plementagoes posteriores como regides de regulagao génica sejam mais
factiveis. Essa ideia, que serd aqui brevemente aplicada ao exemplo,
baseia-se na escolha de entradas de controle S™(y) para aqueles macro-
estados y que nao pertencem & trajetoria em malha fechada do sistema.
Tal S™(y) é definida somente com o proposito de simplificar as fungoes
3.

Vejamos um caso concreto. No exemplo aqui tratado, a trajetoria
em malha fechada visita somente os macroestados 010, 110, 111 e 101.
Assim, se fizermos S™(000) = {+u;}, ndo alteramos o comportamento
em malha fechada do sistema, pois 000 ndo é um estado alcangavel a
partir de xp. Mas a imposi¢ao de tal entrada de controle implica a
ativagdo de v{ no macroestado caracterizado pela auséncia dos fatores
de transcrigao ui, us e ug, resultando em uma nova expressao para
f3, que chamaremos hf, igual a h§(uy, us,uz) = f7 V (U1 AUz Auz) =
(ur ATg) V (ug A ug). Note que hj contém duas clausulas com duas
varidveis Booleanas cada, enquanto f; possui trés variaveis Booleanas
em cada clausula. Explicaremos melhor na proxima subsegao por que
hi & mais simples de ser implementada do que f{. Assumamos, por
ora, que isso é verdadeiro.

A funcdo de atualizacao f; também pode ser simplificada, por
exemplo, fazendo SM(100) = {+u3}, que implica ativar v5 em 100, o
que reduz a expressao de f5 a h§(u1,usz,uz) = f5V (ug AUz Aaz) = u.

5.4.3 Projeto de Genes Sintéticos
5.4.3.1 Hipoétese de Preemptabilidade

O processo de expressao génica é complexo e pode ser regulado
em diversos pontos, tanto em bactérias como em células humanas (AL-
BERTS et al., 2008). A Figura 32 ilustra esse conceito, mostrando os
possiveis pontos de regulacao da expressdo génica em eucariotos. Até
o momento, exploramos nesta Tese somente o controle transcricional,
que, embora seja o mais importante para a maioria dos genes, nao é o
tnico (ALBERTS et al., 2008). Além disso, mesmo regides de regulacao
génica que induzem o inicio da transcri¢cao nas mesmas condigoes celu-
lares, ou seja, na presenga dos mesmos fatores de transcrigao, fazem-no
com dindmicas e intensidades distintas, resultando em diferentes taxas
de sintese e concentracdo final das moléculas de mRNA (BLAZECK et
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Figura 32 — A expressao génica pode ser controlada em diversos pon-
tos. Na Tese, concentramo-nos no controle transcricional, indicado na
figura pela etapa (1). Em células eucaridticas, a diversidade de pas-
sos passiveis de regulagao atinge o seu apice, como ilustrado na figura,
adaptada do livro de Alberts et al (ALBERTS et al., 2008). A figura mos-
tra, por exemplo, que a sintese de proteina a partir do mRNA pode ser
controlada pela célula na etapa (4). Assim, mesmo que um dado gene
esteja ativado, a proteina por ele codificada pode nao ser produzida.

al.,, 2012).

Etapas que ocorrem apos finalizada a transcrigao também im-
pactam a sintese proteica, dando origem aos chamados controles pds-
transcricionais. RNAs mensageiros, por exemplo, possuem uma regiao
denominada regiao nao traduzida (UTR, do inglés UnTranslated Re-
gion), que desempenha um papel importante no controle da tradugao.
Essas regioes acoplam-se a proteinas, pequenos metabolitos, ou mesmo
a outras moléculas de RNA, que, por exemplo, expoem ou bloqueiam as
sequéncias do mRNA que se ligam ao ribossomo, influenciando, assim,
o inicio da tradu¢do (ALBERTS et al., 2008; CULLER; HOFF; SMOLKE,
2010).

A interacdo de regides ndo traduzidas de mRNAs com outras
moléculas nao constitui o tinico mecanismo de regulagao da traducgao.
Para compreender um outro mecanismo interessante, lembremos que,
como descrito no Capitulo 2, diferentes cédons sao traduzidos para o
mesmo aminoacido. Assim, dois mRNAs com sequéncias distintas, por
exemplo, podem originar a mesma proteina. Embora o produto final
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seja 0 mesmo, a conformagdo da molécula de mRNA varia em cada um
dos casos, o que implica:

a) diferentes graus de estabilidade das moléculas de mRNA a degrada-
Gao;

b) distintas afinidades do mRNA com o ribossomo e, por conseguinte,
variada eficiéncia no inicio da traducao; e

c) diferentes taxas de sintese da cadeia proteica (etapa chamada de
elongagao), seja pela maior ou menor dificuldade do ribossomo em
“deslizar” pelo mRNA para “18-10”, seja pela necessidade de utili-
zagdo de tRNAs distintos para adicionar um aminoacido a cadeia
de proteina nascente. Em bactérias E. coli, por exemplo, codons
correspondentes a tRNAs abundantes na célula sao traduzidos seis
vezes mais rapido do que cdédons associados a tRNAs que aparecem

em concentragoes menores (GINGOLD; PILPEL, 2011).

Do exposto, concluimos que dois RNAs mensageiros que codifi-
cam para a mesma proteina podem ser regulados de maneiras distintas,
apresentar taxas de degradagao diversas e, além disso, ser traduzidos
em diferentes taxas, dando origem a perfis variados de aumento da con-
centragdo proteica na célula (ALBERTS et al., 2008; GINGOLD; PILPEL,
2011).

Todas as variaveis que alteram a dindmica e a eficiéncia dos pro-
cessos de transcricao e tradugao constituem possiveis pontos de in-
tervengao da Biologia Sintética no projeto de moléculas que tenham
uma dindmica mais rdpida ao longo das etapas de sintese proteica,
validando, assim, nossa hipétese de preemptabilidade dos eventos as-
sociados aos genes sintéticos, como representado esquematicamente na
Figura 33. No capitulo dedicado & construgao de abstracoes discretas a
partir de sistemas modelados por equagoes diferenciais, abordaremos,
por meio de um exemplo, o tema da preempcao de uma perspectiva
mais quantitativa.

5.4.3.2 Hipoétese de Programacao da Regiao de Regulagao

Trataremos agora da construcao de genes sintéticos ativados por
combinagoes logicas de fatores de transcrigdo u;, como uj A ug, uy V
ug, u; Az, e assim por diante (lembrando que u; = 1 denota que a
concentracao de u; é maior do que um dado valor de limiar). Genes
sintéticos com tais propriedades implementam as fungoes “se <estado>>,
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Figura 33 — A ativacdo dos genes sintéticos pode preemptar eventos
da planta, porque é possivel projetar genes sintéticos cuja dindmica da
expressao génica é mais rapida do que aquela relacionada aos genes da
planta.

entdo <acdo>", requeridas para realizacdo biologica do supervisor SM
que resolve o problema de controle.

Um resultado tedrico baseado em modelos termodinamicos para
redes de regulacao génica bacterianas mostrou que regides de regulacao
podem ser de fato programadas para implementar diferentes fungoes
Booleanas (BUCHLER; GERLAND; HWA, 2003), exatamente o que re-
quer a nossa abordagem. Assim, a computagao de fungoes logicas por
regioes de regulagao génica é nao somente uma realidade ja implemen-
tada nos mais diversos seres vivos !, como também pode ser projetada
de novo em moléculas sintéticas por meio da manipulagao de parame-
tros biologicos cujos efeitos no inicio da transcrigao génica sao cada vez
mais bem compreendidos. Discorreremos mais ao longo dos préximos
paragrafos especificamente sobre a ideia publicada por Buchler e cole-
gas (BUCHLER; GERLAND; HWA, 2003), dada a sua importancia para
compreensao da etapa de realizacao dos supervisores que requeremos
em nossa abordagem.

1Um exemplo fascinante é dado pelo controle da expressao do gene Even-skipped
da Drosophila, em que mais de 20 mil pares de nucleotideos sao empregados para
programar fungoes logicas com mais de 20 entradas distintas, dentre elas as concen-
tragoes dos fatores de transcricdo Giant, Hunchback, Bicoid e Kriippel (ALBERTS
et al., 2008).
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Como vimos no Capitulo 2, a sintese de moléculas de mRNA
a partir da informagao codificada nos genes é catalisada pela enzima
RNA polimerase (RNAP), que se acopla a regides especificas denomi-
nadas promotores para dar inicio & transcricao do gene. Embora haja
significativas diferengas entre a transcricao em procariotos e eucariotos,
a afinidade da ligagao entre a RNAP e a regido promotora é, em ambos
os casos, um fator crucial para o inicio da transcricdo. E exatamente
por facilitar ou dificultar a ligacao entre a RNAP e a regiao promotora
que os fatores de transcrigao alteram a probabilidade de inicio da sin-
tese de mRNAs. Por exemplo, quando o sitio de ligacdo ao DNA de
um fator de transcrigao sobrepoe-se a regiao promotora, esse fator de
transcri¢ao, sempre que acoplado ao DNA, inibe a ligagdo da RNAP
ao gene, por exclusao direta desta. Por outro lado, se o fator de trans-
crigao, quando ligado ao DNA, facilita o posicionamento da RNAP na
regiao promotora, fornecendo algumas poucas interacoes favoraveis, a
probabilidade de inicio da transcrigdo aumenta (ALBERTS et al., 2008).
As mesmas proteinas de regulacao podem desempenhar o papel de ati-
vadoras ou de repressoras transcricionais, dependendo da localizacao
dos seus sitios de ligagdo ao DNA (ALBERTS et al., 2008).

O estudo de Buchler e coautores (BUCHLER; GERLAND; HWA,
2003) quantificou o impacto de dois pardmetros na probabilidade de
ligacdo da RNAP a regido promotora de um gene, a saber:

a) a intensidade do acoplamento entre um dado fator de transcri¢ao u;
e o seu sitio de ligagdo ao DNA, denotado aqui por O,,; e

b) a disposigao relativa dos sitios de ligagao O,,, ao longo da cadeia de
DNA.

Nessa pesquisa, os autores consideraram que a intensidade de acopla-
mento proteina-DNA pode ser continuamente ajustada, por alteracao
da sequéncia de nucleotideos presente na regiao de regulagao génica,
e que as proteinas possuem uma interacao fraca quando colocadas em
contato direto. Tal interacao fraca entre proteinas é observada tanto
em bactérias quanto em eucariotos, sendo, assim, uma hipdtese plau-
stvel (ALBERTS et al., 2008). Os autores da pesquisa descreveram esses
ingredientes como um kit de Lego molecular, capaz de ser programado
de formas diferentes para implementar diversas fungoes logicas (BU-
CHLER; GERLAND; HWA, 2003). A Figura 34 ilustra alguns exemplos,
baseados no artigo citado, de como diferentes configuragoes de uma
dada regido de regulagio génica, em termos dos parametros (a) e (b)
descritos acima, impactam a transcricao génica.
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Figura 34 — A localizagao, bem como a intensidade de interagao do sitio
de ligagao de um fator de transcrigao ao DNA afeta a fungao logica im-
plementada pela regido de regulacdao. Em (a) e (b) os genes estao sendo
transcritos, enquanto em (c) o gene esté desativado. Caixas brancas,
cinzas e pretas representam sitios de ligagdo ao DNA com intensidades
fraca, moderada e forte, respectivamente. Figura parcialmente repro-
duzida do artigo de Buchler e coautores (BUCHLER; GERLAND; HWA,
2003).
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Por exemplo, sitios de ligacdo fracos O,, e O,, posicionados um
proximo ao outro podem ser empregados para construcao da funcao
logica E (que, nesse caso, assume o valor 1ogico 1 se, e somente se, a
concentragao de ambos os fatores de transcrigado u; e uy estiver acima
de um dado valor de limiar, ou seja, u; = ug = 1). Isso ocorre porque
os fatores de transcricdo uy e uo, isoladamente, ndo conseguem ligar-se
ao DNA (dado que a afinidade entre u; e seus sitios de ligacdo ¢ fraca).
Na presencga de ambos, no entanto, a interacao cooperativa entre eles
facilita uma ligagado mais estavel com o DNA (Figura 34). Conforme
descrito por Alberts et al. (ALBERTS et al., 2008), “interagoes proteina-
proteina que sao muito fracas para promover a associagao das proteinas
em solugdo podem levar as proteinas a associarem-se ao DNA, com a
sequéncia de DNA atuando como um sitio de cristalizacao, ou como
uma semente para a montagem de um complexo proteico”. Uma vez
estavelmente ligados ao DNA, essas proteinas de regulagao, conjunta
e cooperativamente, facilitam o posicionamento da RNAP na regido
promotora.

Por outro lado, quando os sitios de ligagao ao DNA possuem
altas afinidades com seus fatores de transcrigao, a interagao cooperativa
adicional entre as proteinas de regulagao nao se faz necessaria para que
haja uma ligacao estavel dos fatores de transcricdo ao DNA, resultando
na funcao logica OU, uy V us (Figura 34).

Ainda, se um fator de transcricdo acopla-se a uma regiao que
se sobrepoe a regiao promotora, essa proteina de regulagao impede a
ligagdo da RNAP ao DNA, inibindo a transcrigdo, e implementando o
NAO logico, w7 (Figura 34). A acdo repressora por exclusio direta da
RNAP, muito comum em bactérias, é somente uma das muitas estraté-
gias empregadas pelos seres vivos para impedir o inicio da transcrigao.
Em células eucaridticas, diversos outros mecanismos sao utilizados para
0 mesmo propoésito. Alguns deles envolvem interacao direta da pro-
tefna repressora com a ativadora transcricional (p.e. o repressor pode
ligar-se a proteina ativadora, impedindo-a de desempenhar seu papel),
enquanto outros intervém na proépria estrutura de empacotamento da
molécula de DNA, a cromatina, dificultando a transcri¢do (ALBERTS et
al., 2008).

5.4.4 Exemplo: Parte III

Os principios delineados até aqui para programacao de regioes
de regulacao de genes sintéticos podem ser aplicados para finalizar o
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projeto qualitativo dos genes v e v§ de nosso exemplo, cujas fungoes de
atualizagio sdo, respectivamente, hf(ui, u2, us3) = (uy Aus) V (U1 Au3)
e h3(u1,u2,u3) = u;. Uma representagdo esquemética das regices de
regulacao que implementam tais h; é dada pela Figura 35.

S S
Vi hia (ui,uz,us) = ujus

@@ RNAP
Bo. ol

S — —
Viat RNAP hib(ui,uz,us) = uj u3

Figura 35 — Descrigao qualitativa das regioes de regulagao que imple-
mentam hj, dividida em duas funcoes, e hj.

Para obter a funcao logica OU requerida por hj, dividimos v{
em dois genes, v{ , e vj ;, cada um implementando uma cldusula de hf.
A fungéo de atualizaqéé hi , pode ser programada em v{ , por meio da
utilizacdo de dois sitios de ligagdo O,,, e O,, com baixa afinidade por u;
e ug, respectivamente, e de um promotor cuja interacdo com a RNAP
é fraca. Nessa situagao, uma transcricao eficiente ocorreria somente na
presenca de ambas as proteinas de regulacgao génica u; e ugz, conforme o
argumento ja apresentado anteriormente. Note que hj , € igual a fi, a
funcao de atualizacéo do gene nativo v (o que nao implica que os genes
v} e v possuam exatamente a mesma sequéncia de nucleotideos, ja que,
por causa da hipo6tese de preemptabilidade, estas podem diferir).

A funcao de atualizacao hib poderia ser implementada por um
promotor com uma forte afinidade pela RNAP e dois sitios de ligacao
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moderados O,, e O,, que se sobrepdem & regido promotora. Nessa
situacao, a transcricao teria inicio somente na auséncia de uy e ug.

Finalmente, a regido de regulacdo de v3 poderia ser obtida pela
utilizagdo de um sitio de ligagdo O,, com uma forte afinidade por u;
e pelo emprego de uma regiao promotora com baixa afinidade pelo
promotor de v3 (Figura 35).

E importante ressaltarmos que nossa analise qualitativa, e sim-
plificada, para projeto de regioes de regulacao fundamenta-se em estu-
dos quantitativos descritos no artigo mencionado (BUCHLER; GERLAND;
HWA, 2003). Nao é objetivo desta Tese discorrer em detalhes sobre o
projeto de genes sintéticos; pretendemos, tao somente, argumentar em
favor da coeréncia e plausibilidade das nossas hipoteses de programacao
da regiao de regulagao génica e preempcao de eventos da planta.

5.5 CONSISTENCIA HIERARQUICA

Argumentamos, na Subse¢io 5.4.1, que as agdes de controle no
alto nivel S"(x) podem ser traduzidas para acdes no baixo nivel (e.g.
forcar eventos +wv7, ou desabilitar eventos +vf e —vf) que, por sua
vez, formam o ponto de partida para definir o padrao de ativagao e
desativacao dos genes sintéticos v em cada um dos macroestados x.

Nesta segao, formalizaremos essa relagao entre o alto e o baixo
nivel. Nosso intuito é demonstrar que, a cada entrada de controle
do alto nivel S™(x), pode-se associar um conjunto vélido de acdes de
controle no baixo nivel S*(q), ¢ € x, que implementam S™(z). Essa
nogao esta ligada ao conceito de Consisténcia Hierdrquica Fraca dentro
da Teoria de Controle Hierarquico (ZHONG; WONHAM, 1990).

Comecemos pela definigao das agoes de controle admissiveis S"(q),

q€Q™

1) S8 (q) = AU X755, em que X € 2%/ e \ # ();

cfp
2) S*(q) =AU Y5, em que A € 2%er

O conjunto de todas as entradas admissiveis em um dado mi-
croestado ¢ é representado por A%'(g). A entrada S*'(q) € A¥'(q),
aplicada a um microestado ¢ € Q*" de G*", permite a transi¢ao a mi-
croestados r € Q*" que satisfazem r = §*" (¢, o), para todo o € S?"(q).
Denotaremos o conjunto de tais r por Hi'(g), com ¢ = S*(q).

Dados os autématos GM e G, dizemos que a entrada de con-
trole S"(z) e os controles do baixo nivel S (q), ¢ € z, satisfazem a
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Figura 36 — Representagao pictorica das condigoes de Consisténcia Hi-
erarquica Fraca dentro do contexto de nossa Tese. Na figura, y, z e
w representam macroestados pertencentes & imagem de x, quando a
entrada de controle ¢ = S (z) ¢ aplicada. Os pontos representam os
microestados de G*".

propriedade de Consisténcia Hierarquica Fraca se, e somente se (ver
Figura 36):

a) as trajetorias induzidas por S*%(q), ¢ € z, a partir de microestados
em I(x), conduzem exclusivamente a microestados s € 7—[1(;;‘(x)7 em
que apenas microestados de x sao visitados ao longo do percurso até
s;

b) para todo macroestado y € ’H,gi(x), as agoes de controle S*%(q),
q € x, garantem a existéncia de pelo menos uma trajetéria que
inicia em algum microestado de I(z) e termina em um microestado
s € y, visitando no percurso de I(x) até s somente microestados de
x.

A condigao de Consisténcia Hierarquica Fraca descrita no para-
grafo anterior é formalizada da seguinte maneira:

Definigdo 10. Dados os autématos G* e G**, dizemos que a entrada
de controle ¢p(x) = SM(x), para x € X, e os controles do baivo nivel
¥(q) = S*(q), q € x, satisfazem a propriedade de Consisténcia Hierdr-
quica Fraca se, e somente se, eriste uma sequéncia finita de conjuntos



109

de microestados {Q; }1_,, com Q1 = I(z), Qiy1 = UqEQi\’Hg‘(ac) Hi' (q),
1<i<p-—1, em que:

a) Qi CxUH(x), 1<i<p-—1,Q,CHi(x);
b) Yy € Hgi(x), Q;Ny#0, para algum 1 < j < p.

Note que, na defini¢ao acima, os elementos de ); pertencentes a
’Hgi(x) nao sao usados para computar ;1.

Cabe-nos, agora, mostrar que os controles de baixo nivel S#%(q)
qualitativamente descritos na Subsecao 5.4.1 satisfazem, juntamente
com as entradas de alto nivel Shi(m), as propriedades de Consistén-
cia Hierarquica Fraca enunciadas na Definigao 10, o que faremos nas
proximas duas subsegoes.

5.5.1 Entradas de Controle §**(g) para Shi(z) = {mp}UTEL(2),
com wy € E?‘(w)

Considere uma entrada de controle S"(x) do tipo ¢(x) = SP(z) =
{ms} USE (), para 7y € Zﬁ%i(aj). Essa entrada forga o evento de alto
nivel 7 em z e habilita os eventos nao preemptaveis $25(x).

Note que todo evento de alto nivel 7y forcével em z, pela de-
finicdo do conjunto El}i(x), é gerado por um evento do baixo nivel
op € Xy, Sey = §hi(z,y), tal oy satisfaz sempre 6*%(q,04) € y para
todo g € x. Nas discussoes que seguem, utilizaremos 7y e oy para
representar precisamente eventos do alto e baixo niveis que guardam
essa relagao entre si.

Dito isso, dado ¢(z) do tipo (1), considere as seguintes entradas
de controle S*%(¢q) para os microestados ¢q € x:

§™(q) = {os} U (S35, (5.1)

em que V9, para V € 2", denota V NT*(q), com T'*"(q) contendo os
eventos do baixo nivel o para os quais §*"(q, o) esta definida. Simpli-
ficadamente, entdo, essa entrada de controle S*"(q): a) forga o evento
o¢ em todos os microestados g € x, gerando, no alto nivel, o evento 7y;
e b) habilita todos os eventos nao preemptaveis que podem ocorrer em
q. Essas agoes, como j& vimos, sao implementadas biologicamente pela
ativacao de um gene sintético no macroestado x.

Vamos demonstrar formalmente que o controle S*"(¢q) da Equa-
¢ao 5.1 e a entrada S™(z) = {my} U Xt (z) satisfazem as propriedades
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de consisténcia enunciadas na Defini¢do 10. Para isso, considere a se-
guinte Proposicao.

Proposicao 2. Sejam x € X um macroestado de G, ¢(z) = {m;} U
S(x) e v(q) ={os}U (ZZ}—%)" as entradas de controle do alto e baizo
niveis, respectivamente. A sequéncia de conjuntos {Qi}glfrz, definida
abaizo, satisfaz os itens (a) e (b) da Definigcao 10.

1. Q1= I(z);

2. Qip1 = quQi\Hzi(I) HiM(q), 1 <i < |T|+1, em que J denota
o conjunto dos j tais que x; = 1.

Para a demonstragao da Proposigao 2, considere os resultados a
seguir.

Lema 1. Sejax € X um macroestado qualquer de G e J C {1,...,N}
o conjunto de indices j tais que x; = 1. A maior cadeia v € (X2")*
de eventos unicamente nao controldveis que pode ser gerada por G*" a
partir de g € I(x), com 02" (q,« < ) € x, possui tamanho limitado a

|T1.

Demonstra¢ao. Dado z € X, seja v € (Eg}‘}ﬁ)* uma cadeia nao con-
trolavel gerada por G*" a partir de algum microestado ¢ € I(x), com
02%(q, « < v) € x. Considere, ainda, os seguintes fatos:

1. Somente eventos +v; ou —v;, 1 <4 < N, sdo nao controlaveis (os

eventos +v; e —v?, i € S, sdo sempre controlaveis).

2. Dado um macroestado € X, o valor de f£(v,v®) é constante
para todo ¢ € z. Assim, ou v; é ativado (+v;), ou desativado
(—v;) em z, nunca ambos;

3.VEke{l,....N}\JT eVg € x:

o —u, & I'(q), pois z = v V vy = 0, o que implica v, = 0
(ou seja, vy ja esta desativado em ¢ € z);

o Se v € I'*(g), entdo r = §*"(g, +vi) & x, pois vi Vi, =1
em 7.

De (1) e (3), inferimos que 7 s6 pode ser formada pelos eventos

o € {+v;,—vj}jeg. Pelo item (2), deduzimos que, para um mesmo

Jj € J, a cadeia v nao pode conter +v; e —v; simultaneamente. Logo,
Iyl < 1T1-

O
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Lema 2. Sejam x,y € X, x # y, dois macroestados de GM e ¢(x) €
A% (x) um controle admissivel em x, ou seja, S8 (x) C ¢(x). SeJq € x

tal que 6*“(q,0) € y, para algum o € Zg]‘%ﬁ, entdo y € Hg‘(x)

Demonstragao.

1. Se 3¢ € =z tal que §*(q,0) € y para algum o € E‘g]‘%ﬁ, entao
q € I(z), como mostram as Figuras 29 e 30;

2. Se 0*%(q,0) € y para q € I(z), entdo, pela definicdo de Eg‘;(z),
I € Bhi(z) com y = 6" (x, 7). Logo y € Hgi(x) para o controle
¢(x) considerado.

O

da Proposi¢io 2, se (Q; C x U

|
1=

Hgi(x), entdo Qi+1 C x UHgi(x), i>1.

Lema 3. Para a sequéncia {Qi}-‘jlﬁz

Demonstragao.

. Qiy1 = quQi\Hgi(x) Hi' (@) € Uyer Hi'(q), pela hipotese sobre
Qi
2. Qit1 CR=A{r|r=0"(¢q,0) pragczeo € {os} U (Eg]‘%ﬁ)q};
3. Para o = oy, r = 0*(q,0y) € 6" (x,7y) C Hy'(x);
4. Para o € (Zg}‘%ﬁ)q:
e our =4""(q,0) € x; ou
o 1 =§(q,0) & x. Neste caso, pelo Lema 2, r € y C Hg‘(x)

Logo, RC z U Hgi(x) e, portanto, Q;+1 C x U Hgi(az). -

Passemos agora, finalmente, & demonstragao da Proposigao 2.
Demonstragao.
Parte 1.

1. Q1 =1I(z)CxC xU’Hgi(z). Logo, pelo Lema 3, Q; C x UM} (x)
para i > 1. Portanto, os conjuntos Q;, 1 < i < |J|+1, satisfazem
a parte (a) da Definigao 10.

2. Q7142 =U,er qu(r) com R = Q|741 \’Hg‘(m) C z (pelo item
anterior);
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3. O conjunto R é formado por microestados r € z tais que r =
02%(q,v), em que g € Q1 = I(x) ey = 71...7)7| ¢ uma cadeia de
eventos tal que:

* 02%q,B <) €
o € 22;1?57 1 <1 < |J|. Isso é verdade, pois se v; = +v
para algum j, entao 02%(¢q,v1...7;) € .
4. Mas, pelo Lema 1, a maior cadeia o € (Eg}iﬁ)* gerada a partir

de I(x), e que s6 visita microestados de z, tem tamanho ||, ou
seja, o mesmo tamanho de . Assim, Vr € R:

e SeoeXiz N ra(r), s = 6**(r,0) & x, pois |yo| = |J| + 1.
Pelo Lema 2, s € Hgi(x);
e Seo =0y, s €6(r+v)) € Hgi(x);

e Logo, H3'(r) C MY ().

Assim, {QZ}‘I‘Z‘;r2 satisfaz o item (a) da Definicao 10.
Parte 2.

e Sejay = oMi(x, 7). E verdade que para todo g € z, em particular
para q € I(z), 6*"(¢q,0) € y. Logo, Q2 Ny # 0.

e Sejam € E%(m) tal que w = 6" (x, 7). Pela definicio de E}C%(x), é
verdade que Jq € I(x) satisfazendo §*"(q,0) € w para o € Zg}%ﬁ.
Logo, Q2 Nw # (. A sequéncia {Qz}l‘zll+2 satisfaz o item (b) da
Definicao 10.

O

5.5.2 Entradas de Controle S2%(q) para SM(z) = A U Zhi(z),

com \ € 2%er (@)

A segunda entrada de controle admissivel ¢ do tipo S"(x) = AU
Yhi(z), com \ € 95 (@), Formalizaremos, nesta subsegéo, os controles
do baixo nivel S*'(q), para q € z, correspondentes a esse S™(z).

Lembremos, antes, que todos os eventos m € EE}—(JC) sao do tipo
—u;, ou seja, denotam uma queda na concentragao do fator de trans-
crigdo u; abaixo de um valor de limiar (a Figura 29 mostra as situagoes
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em que tal evento ocorre). E importante ressaltarmos que os eventos
de alto nivel —u; € E?}(m) podem ser desabilitados pela ativacao do
gene sintético v?, o que, no baixo nivel, corresponde a entradas de con-
trole em ¢ € x que: a) forgam +wv?, preemptando, assim, a possivel
ocorréncia de —v;; ou b) desabilitam —v;.

Particionemos, entao, esses eventos —u; € E}cl}—(m) em dois sub-
conjuntos:

o U, (z) = {~u; € Z?‘f—(x)| —u; € A C SM(z)}, o conjunto dos
eventos controlaveis —u; habilitados em ;

o Uj(x) = {—u; € E?}—(mﬂ —wu; € A C Sh(z)}, o conjunto dos
eventos controlaveis —u; desabilitados em .

Para facilitar referéncias futuras, armazenaremos em K e £ os
indices k e [, respectivamente, tais que —uy € U, (z) e —u; € U, (x).
Note que (KU L) C J, com J sendo o conjunto dos indices j para os
quais x; = 1.

Por construgdo, o conjunto M = 7 \ (K U L) contém os indices
m associados a eventos —u,, que: a) nio pertencem a LM (z); ou b)
sao nao controlaveis em x e, portanto, pertencem a S’hi(x), mas nao a
A. No primeiro caso, for¢osamente, vy, & V?, ou seja, o gene sintético
v3, nao é empregado para fins de controle (caso contrario, existiria um
microestado g € I(x) satisfazendo vi, =1 e v, = 0, com §*%(q, —v3,) &
x e, portanto, —u,, € XM (z), segundo ilustra a Figura 29). E verdade
também, nesse caso, que —v,, € I'**(q) para nenhum ¢ € z. O caso
(b), conforme se depreende da Figura 29, s6 é possivel se —v,, é nao
preemptavel ou se v, ¢ V*°. Particionaremos o conjunto M em dois
subconjuntos, M, e M3z, de modo que M contenha os indices m € M
para os quais v, € V*, e Mz, aqueles m € M tais que v}, € V*.

Isso posto, visando determinar S*"(g), particionaremos o con-
junto de microestados ¢ € x em dois subconjuntos, definidos a seguir:

e Ry(x), composto por microestados ¢ € x para os quais 3 € L
satisfazendo v; = 0;

o Ry (at), composto por todos os outros microestados q € .

Definamos, entéo, o controle de baixo nivel S*%(q), para ¢ € z,
da seguinte maneira:

52 (q) = (Vo U Egs)7, q € Ro() 52)
(‘/sjk U VS,_m U Zg?)q? qc Rl (CL‘) '
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em que V9, com V € 2", é uma notacio simplificada para Vnrau(g),
V;z = Uiect+urh Vi = Ure{=vi} e Vo = Unem {—vi}. Per-
ceba que os eventos +v] sdo forgados em Ry(z), enquanto os —vj séo
desabilitados em Rj(z). Essas ag¢oes de controle implementam a ati-
vacdo do gene sintético v em todos os microestados de z (ou, equi-
valentemente, nas condiges proteicas que caracterizam x), evitando a
ocorréncia de —u; € A no alto nivel. Para as entradas em Ry(z), é ne-
cessario ainda incluir todos os eventos de baixo nivel nao preemptaveis,
para garantir a admissibilidade do controle. Ja em ¢ € Ry (z), como
nenhum evento é forcado por S?"(q), torna-se obrigatorio habilitar to-
dos os eventos nao controlaveis possiveis em ¢, ou seja, o € (X, f)q. Por
fim, note que os eventos de alto nivel —u,,, m € M, sdo ndo controlé-
veis e, assim, pertencem a S hi (x). Por isso, a ocorréncia dos eventos de
baixo nivel —v;,, m € Mg, nao infringe nenhuma restri¢ao imposta pelo
supervisor de alto nivel S™(z), resultando em —v$, € S2%(q) quando
q € Ry (x).

Enunciaremos, agora, a Proposi¢ao que versa sobre a consisténcia
do supervisor S*"(g) definido na Equagcao 5.2.

Proposicao 3. Sejam x € X wm macroestado de G™, ¢(x) = AU
. hi

Yhi(z), para X € Zch(m), e ¥(q), definida segundo a Equagio 5.2, as

entradas de controle do alto e baixo niveis, respectivamente. A sequén-

cia de conjuntos {Q;}1_,, descrita abaizo, satisfaz os itens (a) e (b) da

Defini¢ao 10, para um n finito.

2. Qi-‘,—l = UQEQz\’HZZl(ZD) qu(q), 1 <i1<n-— 1.
A fim de demonstrar a Proposigao 3, considere os lemas a seguir.

Lema 4. Para a sequéncia {Q;}!_, da Proposicéo 3, se Q; C z U
Hgi(ac), entdo Q41 C x U?—lgi(x), i>1.

A prova deste Lema segue exatamente o mesmo raciocinio empre-
gado para demonstrar o Lema 3 e, por isso, nao serd aqui reproduzida.

Lema 5. Para qualquer q € x, a maior cadeia v € (£*")* gerada por
G, sob o controle das entradas S*(q), que satisfaz 6*"(q,a <) € x
tem tamanho finito.

Demonstracao. Seja v a cadeia de eventos do enunciado do lema. Con-
sidere, entao, os fatos a seguir:
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As entradas de controle do baixo nivel S*"(g) s6 permitem a ocor-
N . . + — _
réncia de eventos ¢ pertencentes aos conjuntos V', Vi, Vo, e
Slau.
ef?
Os eventos o € E?]‘% $6 podem ocorrer uma vez em x (lembre-se de
que os genes sintéticos v; sao ou ativados, ou desativados para um
mesmo z);

Para qualquer [ € £, o evento +v; pode ocorrer no méaximo uma
Gnica vez em x. Isso se d& porque, para que haja uma nova ativagao
do gene v}, é necessaria uma desativagao de vi. Mas —vf & S*"(q)
para nenhum q € x;

Para qualquer k € K (m € M), o evento —vj, (—v3,) pode ocorrer
no méximo uma tunica vez em z. Isso se da porque, para que haja
uma nova desativagdo do gene v}, (v},), é necessaria uma ativacao
de vy (vy,). Mas +vj & S*(q) (+vi & S*"(¢)) para nenhum ¢ € x;

m

Dos itens anteriores, concluimos que nenhuma cadeia v gerada no
interior de = pode conter mais do que uma ocorréncia de um dado
evento ¢ habilitado por $*". Como o conjunto de eventos habilitados
por S2%(q) é finito, a cadeia v tem comprimento finito.

O

Lema 6. Para todo q € x, se q € H;},“(q), para ¢ = S?%(q) definida na
Equacao 5.2, entao q € ’Hgi(x).

Demonstragao.

1)

Para todo o € X" e para qualquer ¢ € Q*", se §*"(q,0) esta defi-
nida, entdo §*"(g,0) = r # q. Isso acontece, pois os eventos o € 32"
sao sempre do tipo +v;, —v;, +v] e —vj, com 1 < i < N, em que
N é o namero de genes nativos da rede de regulacao génica. Mas a
ocorréncia de quaisquer desses eventos em ¢ altera o estado de um

dos genes {v{,v;} e, assim, acarreta uma mudanga de microestado.

Do item anterior, concluimos que g € Hjj(q) somente se 1(q) = 0.
Mas:

a) se q € Ro(x), ¥(q) # 0, pois, por definigdo, existe em ¢ a0 menos

S

um [ € £ tal que v} =0 em ¢. Nesse caso, +v] € ¥(q);

b) se g € Ri(x), v(g) = 0 implica (V)7 = (V,;,)" = (220)7 = 0.
Logo:
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e v; = 0 para todo k € K e —v, & I'*(g). Nesse caso, os
eventos de alto nivel controlaveis —u; € E}C]}D(.T) e, por-
tanto, A C Z?}D(x);

e v = 0paratodom € M;e —v,, & I'™(q). Mas tal situagao
nunca pode ocorrer para um evento de alto nivel —u,, €
¥hi(z), conforme mostra a Figura 29(c). Assim, M, = (.
Como (Zg}l)q =0, Mz = (), pois se —u,, € B(x), m €
M5, entdo, por definigdo, para todo ¢ € z, —v,, € I'*"(q),
segundo a Figura 29(d). Portanto, ndo existe —u; tal que
—u; € XB(2);

e Nio existe +u; tal que +u; € X2 (z), pois, caso contrario,
+v; € 2}‘% seria possivel em ¢ e, assim, ¥(q) seria diferente
de vazio.

3) Do item (2), concluimos que S"(z) = A C Z}cﬁf—D(az), o que implica
x € Hgi(:ﬁ). Como ¢ € z, obtemos q € Hg‘(m‘)

O

Passemos agora, finalmente, a prova da Proposigao 3.

Demonstragao.
Parte 1.

1) Q1 =I(x) CxUHgy(z). Pelo Lema 4, Q; C zUHy(z), para i > 1.
Assim, Q; satisfaz as condigdes do item (a) da Definigao 10;

2) Seja p o comprimento da maior cadeia v produzida em z a partir
de um ¢ € I(x) = Q1. Os microestados r € Q41 sdo tais que uma
das duas condigbes abaixo sao validas:

a) r foi obtido a partir de ¢ € I(x) por uma cadeia « de compri-
mento |a| = |y| = p.

b) r foi obtido a partir de ¢ € I(x) por uma cadeia 8 < v e, nesse
caso, r & tal que 7 € Hy'(r), o que implica r € 'Hg‘ (z).

3) Por construcao, os elementos de @Qp42 sao formados pela imagem
dos microestados r do item anterior, parte (a), quando sob controle
da entrada 1 (q). Assim:
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e se S (r) # 0, entdo s = 6*(r,0) ¢ x para o € S*(r), por
forga do Lema 5. Mas como 5 € Qpy2 C 2 U 7-[?(36)7 entao
s € My (2);
e se S*(r) =0, entdo r € Hi'(r) e, pelo Lema 6, r € H;‘,l(m)
p+2

4) Assim, concluimos que Q42 C Hgi(az). Portanto, sequéncia {Q; }77;
satisfaz os requisitos do item (a) da Definigao 10.

Parte 2.

Seja y = oM (z, 7) paraw € E?}ﬁ(x). As Figuras 29 e 30 mostram
que dg € I(x) tal que §*"(q,0) € y para algum o € b2 Como tal o
é sempre habilitado por S*(q), Q2 Ny # 0.

Considere, agora, y = 6" (z,7) para 7 € E}E‘}p(a:). As figuras 29
e 30 também mostram que Jq € I(z) tal que 6**(q, o) € y para algum
o€ Eg}%p. Tal o s6 é habilitado pelo supervisor S*" para q € R;(z).
Portanto, se Q1 = I(z) contém algum r € R;(x), entdo Q2 Ny # 0.
Suponha, agora, que I(xz) C Ry(x). Tome um microestado g qualquer
de I(z). E verdade que vj; =0, paral € L* C L. A partir de ¢ €
I(x), é possivel alcangar um microestado r € R;(x) pela cadeia v =
(+v7) .. (Jrvf‘ﬁ*‘), com [; € L*. Assim, Qz-42 Ny # 0.

Por fim, seja y = 6" (z,7) para® € A C SM(z), com \ = 9=y (@),
Lembremos que tais m sao do tipo —uy, com k € K. Além disso,
xzp = vy Vo =1 ey, = 0. Suponha que Q1 = I(x) contenha um
microestado 7 € Ry(z). O controle S*"(r) permite a ocorréncia dos
eventos o em (V, UV, U Eg;%) Assim:

e sev? =1evi=0,0"(r,—v) €y. Portanto, Q> N 0;
k k ) ) k Yy I Yy )
e sev; =0evi =15 —uv) €y. Portanto, Q2 Ny # 0;

e se v; = v, = 1, o microestado s = 62"(r,a) € y, para o =
(—vg)(—vk). Logo. Q3 Ny # 0.

Suponha @1 = I(x) C Ro(x). Tome um microestado ¢ qualquer de
I(z). E verdade que v = 0, paral € £* C L. Assim, ou Qg+ 42Ny # 0
ou Q|+ |+3Ny # 0. A sequéncia {Q; f;rf satisfaz o item (b) da Definigao
10, para p igual ao tamanho da maior cadeia de eventos que pode ser
gerada no interior de z sob controle de S*(q), q € x.

O
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5.5.3 Auséncia de Consisténcia Hierarquica Estrita

A auséncia de uma solu¢do no alto nivel para o problema de
atracao de estados nao implica a nao existéncia de uma solugao para
o problema no baixo nivel. Por solugao no baixo nivel, entenda-se um
supervisor S*" que conduza ¢§" a microestados pertencentes a X, em
um namero finito de passos, ao longo de uma trajetoria que sé visita
microestados pertencentes a macroestados que satisfazem o predicado
P.

Para exemplificar uma situagao em que o problema possui solu-
¢ao no baixo nivel, mesmo que nao a possua no alto nivel, considere
duas modificagbes no exemplo tratado neste capitulo. A primeira é
considerar —v; € Zg}lﬁ; a segunda é fazer P um predicado valido em
todos os macroestados de X, exceto em 011.

Essas duas modificacoes tornam o problema insolivel no alto
nivel: nenhuma trajetoria pode visitar 011 e, no caminho alternativo a
101, que passa por 110, o conjunto {111} ndo é uma imagem de 110,
devido & nao preemptabilidade de —u;. Mas perceba que, no autémato
de baixo nivel G*" da Figura 27, se v; é forcado em ¢§", o sistema
entra no macroestado 110 por um microestado no qual a volta para
010 é controldvel. Ou seja, a Figura 27 mostra que, quando o sistema

au s 010 s 010 4H s
par?‘)ce de ¢§", ao forcar +vf em g ' g, +v3 em 7 ' g, e desabilitar —v7 e
010,110 ; *
—vzem J 7 e ;7 chega-se a microestados que pertencem a X}, .

Essa caracteristica de nossa abordagem implica auséncia da cha-
mada Consisténcia Hierarquica Estrita. Para um sistema de controle
hierarquico em que essa propriedade mais forte de consisténcia é satis-
feita, uma solugao do problema no alto nivel existe se, e somente se,
o problema no baixo nivel é soluvel. A auséncia de tal atributo em
nossa metodologia deriva, basicamente, do conservadorismo em nossa
definigao de eventos do alto nivel m nao preemptaveis. Conforme se ob-
serva na Figura 29(c), um evento 7 ¢ classificado como nao preemptével
em z, mesmo quando existem microestados ¢ € I(z) para os quais a
ocorréncia de 7 pode ser desabilitada.

5.6 RESUMO

Este é o capitulo central da Tese, que expoe nossa metodologia
para controlar redes de regulacao génica por meio de genes sintéticos
(BALDISSERA; CURY, 2012; BALDISSERA; CURY; RAISCH, 2014). A es-
trutura do capitulo esta representada esquematicamente na Figura 37,
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medidas

entradas
Segdo 5.2.3

(Qau' Zau’ Bau' qaoli r:)

v

Figura 37 — Representacao esquematica dos resultados apresentados no
capitulo, segundo uma perspectiva baseada na Teoria de Controle Hie-
rarquico. O autémato G*" modela o comportamento dos genes nativos
(v1, v2 e v3 na figura) mais os novos eventos possibilitados (e, por conse-
guinte, os novos estados alcancados) pela utilizagdo de genes sintéticos
para fins de controle (na figura, o gene v$). O autéomato de alto nivel
G™ ¢, entdo, obtido a partir de G**. Em G", os estados guardam a
informacao referente a presenca ou auséncia dos fatores de transcrigao
up = v + v1, ug = vy e uzg = v3. Uma vez obtido o supervisor Shi
fazemos o caminho inverso, descendo aos niveis mais baixos, até chegar
& implementacao do supervisor. Note que somente apo6s obtidos os su-
pervisores é possivel especificar a funcao de atualizagao de estados do
gene sintético vy, f{, que dara origem & regiao de regulagao de v7.

segundo uma concepcao fundada na Teoria de Controle Hierarquico.
Apo6s uma breve descricdo qualitativa de nossos propositos na
Sec¢ao 5.1, comegamos a Secao 5.2 descrevendo a construgdao de um
automato de baixo nivel G*", que modela o comportamento da rede de
regulacao nativa mais as entradas de controle, i.e. as possiveis ativacoes



120

ou desativagoes dos genes sintéticos vj € V°. Por admitirmos ser pos-
sivel programar gquando cada gene sintético ¢ ativado, os eventos +v; e
—v? foram considerados controlaveis. Ademais, nossa hipétese de que
os genes sintéticos podem ser construidos de modo que suas dindmicas
de expressao sejam mais rapidas do que aquelas associadas a alguns
genes sintéticos trouxe ao automato G*" a figura dos eventos forgaveis,
capazes de preemptar eventos nao controlaveis. O autémato G*" resul-
tante pode conter até 2N HV"| estados, em que N é o nimero de genes
nativos v; e |[V®| é o nimero de genes sintéticos v; empregados para
fins de controle. Isso representa um consideravel aumento no namero
de estados do modelo, quando comparamos G*" com G, o autémato
que modela a planta em malha aberta e que possui, no méximo, 2%
estados.

No entanto, certos estados de G*" sao fisiologicamente equiva-
lentes entre si, dado que descrevem estados formados pelos mesmos
fatores de transcricao u;. Com base nessa constatacao, agregamos es-
ses estados equivalentes de G*" para compor, na Se¢ao 5.2.2, 0s novos
estados = do autémato de alto nivel GP. Os eventos de G™, bem como
sua funcgao de transigao, também foram definidos.

Na Segao 5.2.4, formulamos o problema de controle denominado
atracao de estados para a situacao em que o conjunto de eventos da
planta XM & particionado em eventos controlaveis ou nao controléaveis,
forcaveis ou nado forgéaveis, preemptéaveis ou ndo preemptaveis. Esse
problema foi solucionado na Se¢ao 5.3, com o auxilio do conceito de
predicado de alcangabilidade estrita. Por solugao, entenda-se um su-
pervisor S™ que associa a cada macroestado 2 uma acido de controle,
que pode ter duas seménticas distintas: a) um evento é for¢ado, para
evitar a ocorréncia de um evento nao controlavel, mas preemptavel; ou
b) um conjunto de eventos controlaveis ¢ desabilitado.

Na Secao 5.4, mostramos, qualitativamente, como converter es-
ses controles de alto nivel em padroes de ativagao e desativagao de genes
sintéticos v, ou seja, em fungdes de atualizacdo de estados ff. Ainda
na Secgao 5.4, descrevemos como essas fungoes f; podem ser implemen-
tadas biologicamente, momento em que embasamos nossa hipdtese de
programacao da regiao de regulagao de genes sintéticos e de preempta-
bilidade de eventos da planta com resultados da literatura.

Finalmente, na Segao 5.5, formalizamos a conversao das acoes de
alto nivel S" em diretivas do baixo nivel S, provando que a conversio
encontrada é tal que a propriedade de Consisténcia Hierarquica Fraca
é satisfeita.

au
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6 OTIMIZAGAO DO SUPERVISOR

Como mostramos no capitulo anterior, o controlador da dinamica
celular em nossa abordagem é implementado por um conjunto de genes
sintéticos. Para aplicagoes reais, é desejavel que tais genes sejam de
facil construgao e induzam um comportamento em malha fechada com
0 menor consumo energético possivel.

A simplicidade de design dos genes sintéticos traduz-se, em nosso
caso, em regides de regulacao génica simples. Trataremos desse topico
na Secdo 6.1, objetivando modificar um dado supervisor S* que atende
as especificacoes de malha fechada, para que ele seja realizado por genes
sintéticos cujas funcoes de atualizagdo f; requeiram o menor ntmero
possivel de operagoes logicas (BALDISSERA; CURY, 2014a).

A Secgao 6.2 abordara a tematica de minimizagao da energia total
consumida pelo sistema em malha fechada (BALDISSERA; CURY, 2014b).
Economia energética é um tema de grande importancia em sistemas de
controle celulares, dado que circuitos sintéticos nao vitais e com alto
dispéndio de energia sao mais suscetiveis a mutagoes deletérias.

6.1 SIMPLIFICACAO DA REGIAO DE REGULACAO DE GENES
SINTETICOS

As regites de regulagdo dos genes sintéticos v} estdo diretamente
relacionadas as fungbes de atualizacdo f7(uq,...,un), derivadas das
agoes de controle do alto nivel S™(z). As fungdes f sdo escritas na
chamada forma normal disjuntiva, com f? = s1V...V sy, em que cada
clausula sy representa a operagao de conjungao logica entre variaveis
uj ou u;, 1 < j < N. Em nossa proposta de realizagao biolégica das

S

funcoes f7, baseada no estudo de modelos quantitativos da expressao
génica em bactérias (BUCHLER; GERLAND; HWA, 2003):

1) a negagao logica da variavel u; (i.e. ;) é implementada por uma
regiao de regulagao tal que o sitio de ligagao ao DNA O,; se sobre-
ponha a regiao promotora do gene sintético v;;

2) a conjungao logica entre duas variaveis u; e uy (i.e. uj Aug) é im-
plementada por uma regiao de regulagao em que os sitios de ligagao

Ou; € Oy,:

e tém baixa afinidade por u; e uy, respectivamente; e
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e 530 posicionados proximos uns aos outros, de modo que a ativa-
cao do gene v] s6 seja possivel pela acao sinérgica das proteinas
Uj € Ug.

3) a disjuncao logica entre as clausulas s ¢ implementada pela “que-
bra” do gene sintético v] em genes v}, , com cada v}, implementando
uma clausula s de f7.

Essa implementagao traz consigo algumas restrigoes. Por exem-
plo, devido ao tamanho finito da regiao promotora, existe um limite
pratico para o nimero de sitios de ligacao O,,, que podem se sobrepor
a ela. Isso implica que uma mesma clausula s; nao pode conter um
namero grande de negagdes logicas (o excesso de sitios de ligagao coin-
cidentes & regiao promotora é conhecido por promoter overcrowding
(BUCHLER; GERLAND; HWA, 2003)). Esse problema poderia ser par-
cialmente mitigado pela exploracao de um fenémeno conhecido como
formagao de algas no DNA (ALBERTS et al.,, 2008): um mesmo fator
de transcricao liga-se a sitios diferentes, forcando dobras na molécula
de DNA que impedem ou dificultam o acesso da RNA polimerase ao
promotor. Nesse caso, os sitios de ligagao O,,; nao precisam ser neces-
sariamente aninhados na regiao promotora. Para facilitar, no entanto,
o projeto de redes de regulagao, optaremos pela via de minimizag¢dao do
nimero de negagoes logicas empregadas por ff(u,...,un).

A implementacao da conjuncao logica envolvendo muitos fatores
de transcrigao u; também ¢é problematica, ja que exige um ajuste muito
fino da posicao de cada um dos sitios de ligagao O,,;, bem como de suas
afinidades as proteinas u;, de maneira que a transcri¢ao sé se inicie
quando todos os fatores de transcricao u; estiverem presentes. Por
isso, é imperativo reduzir o ntimero de varidveis em cada clausula s de
fi

Para reduzir o impacto das restri¢goes enumeradas nos paragrafos
anteriores, enunciamos o seguinte problema a ser resolvido:

Problema 2. Dado um supervisor S™ que atinge as especificacoes de
malha fechada requeridas para a rede de regulacio génica modelada por
GM | ache um novo supervisor S* tal que:

a) S*(x) = Shi(z), se SM(z) estd definida; e

b) sua implementag¢iao como um conjunto de genes sintéticos vi re-
sulte em funcées de atualizagdo que, na forma mormal disjuntiva,
fi(ur,...,un) =81 V...V Sy, contenham o menor nimero de va-
ridgveis em cada clausula sy,.
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@ —> $'(010) = {+u)}

$'(110) = {+us}
SU11) = {ug)

- hl -
o u2 S0y =

i = (@ AuA)V{uIAw),

i Segundo S", v deve
i ser ativado em 010,
1l e 101

Xo

Figura 38 — Exemplo tratado no Capitulo 5, em que se deseja alcangar
o macroestado 101 a partir de 010. O supervisor S™ da figura induz a
trajetoria 010 — 110 — 111 — 101. A fungdo de atualizacdo de v é dada

por f;.

A imposicao (a) decorre do fato de que ndo queremos alterar o
comportamento do sistema em malha fechada. A especificagao (b), por
outro lado, pode reduzir o niimero de conjuncoes ou de negacoes logicas
dentro de uma mesma clausula s de f;.

Consideremos o exemplo introduzido no capitulo anterior e re-
produzido na Figura 38. Suponha, em contraposicdo ao supervisor S",
um supervisor S*, definido da seguinte forma:

e S*(z) = Sh(x), para x € {010,110,111,101};
e $*(000) = S*(001) = $*(011) = {+u1}.

A ativagdo adicional de v{ nos macroestados 000, 001 e 011,
requerida por S*, simplifica a expressdo de f;(uy,ua,us) = (ag Auz A
u3) V (ug Aug Aug) V (up Az Aus), resultando em uma nova fungao de
atualizagao do estado de v{, dada por g5 (uy,us,us) = (ur) V (u1 A us).
Note que a nova expressao utiliza, no maximo, a conjuncao de duas
variaveis e a negagao de somente uma em cada clausula, um significativo
avanco em termos de implementagao molecular, quando comparada &
fungao f7.
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Além da simplificacao do projeto da regido de regulacao de v{, o
novo supervisor S* aumenta a robustez do comportamento em malha
fechada do sistema. Suponha, por exemplo, que haja uma perturba-
¢ao no macroestado inicial 010, levando o sistema a 011. Nesse caso,
a acao de controle S*(011) = {+wu;} recoloca o sistema na trajetoria
inicialmente planejada, 010-110-111-101. A mesma situagdo nao se ve-
rifica quando o supervisor S™ & utilizado, pois como S™(011) ndo esta
definida, existe a possibilidade de uma transicao do macroestado 011
para o atrator local 001, fazendo com que o sistema acomode-se nesse
macroestado indefinidamente. A simplificagdo da regido de regulagio,
portanto, tem como “efeito-colateral”, nesse caso especifico, a proprie-
dade de satisfazer as restri¢bes do problema de controle, mesmo face a
perturbagoes nao previstas inicialmente no modelo matematico.

Pode-se reduzir a complexidade de uma fungao Booleana f; por
meio da utilizacdo dos mapas de Karnaugh (KARNAUGH, 1953). Con-
sidere o exemplo desta secdo e suponha que queiramos simplificar a
funcao f§ (ver Figura 39). Poderiamos para tal fim empregar um
mapa de Karnaugh, construido para as varidveis Booleanas ui, us e
uz. Nesse caso, as entradas do mapa correspondentes a macroestados
x para os quais S™(z) é definida assumem valor logico 1, se v§ deve ser
ativado em z, e 0, caso contrario. Aquelas posigoes do mapa corres-
pondentes a estados x para os quais S™(z) nio esta definida (ou seja,
estados nao pertencentes a trajetoria em malha fechada do sistema)
sao preenchidas com o simbolo “*’ (interpretado, nas regras do mapa
de Karnaugh, como don’t-care-symbol). Em seguida, podem-se utilizar
as regras de manipulagao do mapa para simplificar as expressoes de
f£, substituindo o simbolo ‘*’ por 1, quando necessério. Para o nosso
exemplo, a maxima simplificagdo ¢ obtida quando todos os simbolos ‘*’
da coluna correspondente a u; = 0 assumem valor 16gico 1.

Tal método de simplificacao é comumente aplicado a fungoes Bo-
oleanas f7 com, no maximo, seis variaveis, limitando, dessa forma, a
aplicabilidade do procedimento a redes de regulagao génica de tama-
nho moderado. Entretanto, outros algoritmos existentes na literatura
para simplificacao de fungdes Booleanas podem ser empregados, como
o algoritmo de Quine-McCluskey (QUINE, 1952) e outros métodos com-
putacionais nele baseados.

A ideia delineada acima pode ser traduzida para o pseudo-algoritmo
a seguir, que se aplica a casos mais gerais.

1: A partir de S", determine as fungdes f#(U) na forma disjuntiva
normal, para U = [u; - - - up];
2: Simplifique as fun¢des Booleanas f£(U);
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estados para os quais S tx) ndo esta definida
correspondem as entradas preenchidas com
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estados para os quais Sh(x) esta
definida tém valor fixo no mapa,

correspondente ao valor de fi(U)

Figura 39 — Representacao esquematica do procedimento para simpli-
ficar a funcao de atualizacao f; por meio de mapas de Karnaugh.

10:

11:
12:

for all f7(U) do
Construa um mapa de Karnaugh com as variaveis Booleanas
presentes em f7;
for all  tal que S™(z) ¢ definida do
Preencha com o valor logico 1 os campos do mapa que sa-
tisfazem f7(U) = 1;
Preencha os outros campos com o valor 0;
end for
Preencha todas os outros campos com “*’ (don’t care symbol);
Simplifique f7 usando as regras do mapa de Karnaugh com
‘don’t-care-symbols’;
end for
Retorne f7;

6.2 MINIMIZACAO DA ENERGIA CONSUMIDA

A sintese proteica ¢ um empreendimento custoso para as células.

Como cada macroestado = de GM é caracterizado pela sintese de um
conjunto distinto de proteinas, cada x demanda uma quantidade de
energia especifica. Diferentes supervisores induzem caminhos diversos
de zp a X,, e, assim, impoem cargas metabdlicas variadas & célula
na operagao em malha fechada. Células dotadas de circuitos sintéticos
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caros do ponto de vista energético, e que nao sao vitais para o organismo
em questao, tendem a elimina-los por meio de mutagao, reduzindo,
assim, a funcionalidade do circuito a longo prazo (SLEIGHT et al., 2010).

Nesta secao, consideraremos o problema de minimizagao da ener-
gia consumida no caminho que vai de =g a X,,, como uma forma de
evitar a desativacao do circuito sintético ao longo das geragoes celula-
res. Para isso, algumas defini¢bes sao necessarias.

Definicdo 11. Um caminho W de G™ sob acdo do supervisor S™ é
definido como uma sequéncia de estados W = {a*}i_  com 2% € X,
satisfazendo:

i) ot = M2k 1), para 0 <k <i—1;e
i) m, € Shi(xk), 0 <k <i—1.

O conjunto de todos os caminhos gerados por GM sob controle
de S™ ¢ representado por P(GM, Sh).

Definicao 12. A func¢do custo de sintese proteica c, : U — N associa
a cada fator de transcri¢ao u; € U um nidmero natural relacionado a
quantidade de energia consumida no processo de expressao do gene que
codifica u;.

Essa fungao depende de caracteristicas especificas da proteina em ques-
tao, como o comprimento da cadeia de aminoacidos, por exemplo.

Definicao 13. A funcao de custo ¢ : X — N associa a cada macro-
estado x um numero natural que consolida os custos para sintese dos
fatores de transcricdo presentes em x, ou seja,

Z T X cp(uk). (6.1)

k=1

Os elementos xj denotam o k-ésimo componente de z, e N é o ni-
mero de fatores de transcrigao presentes na rede de regulacao génica
nativa. A funcdo c¢(z) pode também abarcar outras varidveis, como a
sintese de proteinas cuja produgao é induzida pelos fatores de trans-
crigdo presentes em z (lembre-se de que as redes de regulagdo génica
sao capazes de controlar a expressao de centenas ou até milhares de
outros genes). Cabe ressaltar, ainda, que o tempo de permanéncia do
sistema em cada macroestado pode ser variavel (algo que nao é captado
pelo modelo em autdématos finitos que utilizamos). Nesse caso, pode
ser desejavel quantificar essas diferengas e refleti-las na medida ¢(z).
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Definicao 14. O custo total associado ao caminho W € P(GM, Sh) ¢
dado por

CW) =Y c(z"), (6.2)

para W =xqg...x;.

O problema de minimizacao da energia consumida no trajeto de
ro a X,, pode ser, finalmente, definido como:

Problema 3. Dado um problema de atragdo de estados para a planta
G™, ache um supervisor S* que: a) atenda s especificacoes de malha
fechada, e b) minimize o mdzimo custo do caminho W € P(G™,S) que
comeca em xg € termina em algum estado de X, ou seja, encontre:

m?’

5% = i c(W)}, 6.3
arglggp{Wepr?gggysm) (W)} (6.3)

para W = xg,...,x;, com x; € X%, (0o mdzimo conjunto controldvel de
Xm) ex; & X para j # 1.

Antes de definirmos um algoritmo que resolva o Problema 3 para
o caso geral, ilustraremos as ideias por meio de um exemplo. Considere,
entao, a rede de regulacao génica da Figura 40 e o seu respectivo modelo
em automato de estados finitos GM quando os genes sintéticos v5 e U3
sao empregados para fins de controle.

A Figura 41 mostra os custos associados a cada estado 2 de GM,
para uma instancia do problema em que ¢,(u1) = cp(u2) = ¢p(uz) =1,
e aponta também os custos acumulados ao longo de duas trajetérias dis-
tintas de zy a X},, uma delas visitando o estado de alto custo x = 111,
em que os trés fatores de transcricdo sao produzidos. E interessante no-
tar como trajetorias caracterizadas pela ocorréncia dos mesmos eventos
possuem custos totais distintos. Tomemos os dois caminhos indicados
na figura, (i) 100—110—010—011 e (ii) 100—101—111—011, por exem-
plo. Em ambos, da-se a ocorréncia dos eventos —uy, +us € +ugz, porém,
em ordens diferentes, resultando em custos finais distintos (custo de 7
para a trajetoria (ii), e 6 para a trajetoria (i)).

O nosso algoritmo para resolugao do Problema 3 é fortemente
baseado naquele construido por Brave e Heymann (BRAVE; HEYMANN,
1993) e, por isso, ndo demonstraremos que o algoritmo a seguir resolve o
problema posto. Introduzimos duas pequenas modificagoes em relagao
ao procedimento citado: a) a estrutura de controle que empregamos
¢ mais rica, permitindo preemptar eventos nao controlaveis; e b) os
custos sao associados a estados e nao a ocorréncia de eventos.
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(a) Rede de regulagdo génica (b) Autémato G

Figura 40 — (a) Rede de regulacdo génica utilizada para o problema
de minimizacao da energia consumida no trajeto de zop = 100 a
X = {011} = X7,. (b) Autémato GM construido a partir do mo-
delo aumentado G*" (ndo mostrado na figura), para o caso em que vj
e v§ sdo empregados para fins de controle.

®(100)={+u2} (100)={+u}
CA = 5

“@(110)={-ur}

cA=35
®(110)={-ui}

®(010)=
as3  POORERE
——— trajetdria (i)

»»»»»»»»»»» > trajetoria (ii)

Figura 41 — Associagao de custos ¢(x) a cada macroestado do autdémato
G™ da Figura 40. As cadeias binarias dos macroestados nao estao aqui
representadas, mas os macroestados guardam as posigoes utilizadas na
Figura 40. Além dos custos ¢(z), a figura mostra também os custos
acumulados de z até X, ca(z).
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: Seja Uy = X\ ;
: Faga cq(x) = ¢(z) para z € X}, e ca(z) = 00, se v & X} ;
. Vz € X7, faca S"(x) = ¢, com ¢ satisfazendo Hgi(x) C X
repeat

Ache M = {z € (X \U;) | z | SRP(G™) A 3¢ com ’Hgi(x) -
U}
6: for all z € M do

ca(z) = c(z) + min max ca(y);
¢ ye?—t?)‘(z)

8: Shi(r) = argmin max ca(y);
¢ ye?—tld‘)‘(z)

9: end for

10: Vi={x € M | ca(z) < ca(y) para qualquer y € M};

11: Ujy1 =U; UV

12: until Uj+1 = Uj

13: Faca S*(x) = SM(z) para aqueles 2 que pertencem a algum cami-
nho de malha fechada W € P(GM, Sh).

Os elementos centrais do algoritmo sao o conjunto U; e a maneira
como ele ¢ atualizado. Inicialmente, faz-se Uy = X}, (Linha 1). Em
cada iteracao j, adicionam-se ao conjunto U; os macroestados = €
(X'\Uj) que chegam a U; com o menor custo acumulado ¢4 (z) possivel
(Linha 11 do algoritmo), macroestados esses que sdo armazenados em
V; (Linha 10). Por custo acumulado de um macroestado x, entende-se
a soma de seu custo ¢(x) com o maior custo acumulado c4(y) dentre os
macroestados y € Hgi(x), para um ¢ que minimize tal custo acumulado
méaximo (Linha 7). O custo acumulado dos macroestados em Uy é o
proprio custo do estado (Linha 2).

Assim, o algoritmo vai explorando, de X}, em direcdo a xg, 0s
macroestados  de menor custo acumulado até X, acrescentando-os
a U;j. Ao longo da execugao do algoritmo os controles S i que induzem
os menores custos sdo associados a cada macroestado (Linha 8). Ao
final, o comportamento de S™/G" ¢ tal que o maior custo C(W), com
W € P(GM, Sh), ¢ o menor dentre todos os possiveis.

Note que nem todo x € Uy, com Uy sendo o tltimo elemento
da iteracdo do algoritmo, fard parte das trajetorias Otimas de xy a
X7, Alguns x sao 6timos somente no trajeto de z a X,. Ou seja,
pode ocorrer que macroestados = cujos custos acumulados c4 () sejam
baixos s6 sejam alcangados a partir de xy em trajetérias que passam por
estados altamente custosos. Por isso que, na Linha 13, atribuem-se ao
supervisor S*(z) somente os controles associados a caminhos gerados
por S /G o comportamento em malha fechada a partir de z.
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7 CONTROLE DE REDES MODELADAS POR
EQUACOES DIFERENCIAIS

Neste capitulo, exploraremos brevemente como as ideias até aqui
desenvolvidas aplicam-se ao caso em que a rede de regulagao génica é
modelada por um sistema de equagoes diferenciais ordinarias (EDOs).
O objetivo é delinear uma metodologia que permita estender o alcance
de nossa abordagem para abarcar também os modelos continuos dispo-
niveis na literatura.

Tal método consiste em obter um autémato de estados finitos a
partir de um modelo em EDOs e, sobre esse novo modelo, derivar um
supervisor que satisfaca as especificagoes de malha fechada. O super-
visor €, entao, convertido para um conjunto de equagoes diferenciais
correspondentes que, quando acopladas ao modelo continuo da rede
génica, possa atender aos requisitos de projeto do sistema de controle.

Assim, a metodologia para o controle de uma rede génica, no
caso especifico de serem as redes modeladas por EDOs, pode ser bem
representada pelo diagrama hierdrquico em trés niveis da Figura 42. As
setas ascendentes do diagrama partem do sistema real a ser controlado
e chegam a representagoes cada vez menos detalhadas, mais abstraidas,
do comportamento do sistema. As setas descendentes, por outro lado,
fazem o caminho oposto, iniciando o trajeto no simplificado universo
das fungoes S : X — 22}"7 para terminar no mundo detalhado das
sequéncias de nucleotideos em genes sintéticos. Neste capitulo, trata-
remos especificamente da interface entre os dois andares mais altos do
diagrama na Figura 42, de forma a obter um controle continuo para
o modelo igualmente continuo da planta. Importante ressaltarmos, no
entanto, que o diagrama da figura nao implica que a modelagem da rede
génica e a realizagao biologica do controlador passem, necessariamente,
por etapas assentes em formalismos continuos.

As ideias contidas nas proximas se¢oes descrevem a metodologia
esquematizada na Figura 42 e embasam a conjectura de que o fer-
ramental apresentado na Tese nao se restringe a tratar plantas cujos
comportamentos sao modelados a priori por formalismos da érea de
Sistemas a Eventos Discretos.

Argumentaremos aqui em favor dessa conjectura de uma ma-
neira mais empirica, exploratoria, expondo as ideias por meio de um
exemplo especifico, em vez de proposigoes mais gerais e matematica-
mente demonstraveis. Ao longo de todo capitulo, apoiaremo-nos sobre
resultados e bibliografias ja citados anteriormente, especialmente nos
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SDisc PDisc
S X422 o/ N2
' . A :
: conversdo para : conversio para’
:EDOs ! autdmatos
sCont PCont :
dvs/dt = g(v,vs) dv/dt = f(v,vs)
realizagio modelagem

Figura 42 — Representacao esqueméatica de uma metodologia para con-
trole de redes de regulacao génica modeladas por equagoes diferenciais.

Capitulos 3 e 5.

Este capitulo é, assim, menos formal do que os dois anteriores
e os resultados aqui apresentados merecem investigacao futura mais
aprofundada. Ele é, pois, um capitulo de passagem entre a apresentagao
das maiores contribui¢cbes da Tese e a descrigao das perspectivas de
trabalhos vindouros que se fara ao final deste documento.

7.1 ABSTRACOES A EVENTOS DISCRETOS DE EDO

Considere a mesma rede de regulagao génica utilizada para ilus-
trar nossa abordagem em capitulos anteriores, e reproduzida aqui na
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Figura 43. Modelemos essa rede por meio de equagoes diferenciais, se-
guindo os conceitos apresentados no Capitulo 3, comumente adotados
pela comunidade de Biologia Sistémica para captar a dindmica de redes
de regulacao génica (KARLEBACH; SHAMIR, 2008).

C@\

(u) Tw)

A~

Figura 43 — Rede de regulacao génica que sera modelada por um sistema
de equagoes diferenciais.

No sistema de EDOs da equagdo 7.1, cada variavel v; representa
a concentragao da proteina produzida a partir do gene nativo v;, um
fator de transcri¢ao que temos denominado u; ao longo da Tese. Como
o gene sintético v; também codifica para a proteina wu;, utilizaremos
u; para denotar a soma v; + v, em que v] é a varidvel associada com
a concentragao da proteina wu; produzida a partir do gene nativo v;.
Assim, u;, v; e v{ possuem todas um duplo significado: sdo entidades
fisicas (p.e. u; € o fator de transcri¢do produzido pelos genes v; e vf) e
também grandezas quimicas (i.e. concentragao proteica). O contexto
em que elas aparecem deixaré evidente qual a seméantica adotada.

dvl k kuv?“ k13’l)g13

—_— = s n n - U

dt U ko) (14 ko)

dvg 1

— =k — 7.1
dt ~ T e (7-1)
dvg 1

B R A
i 351+k32v§32 Y3U3

Considere, ainda, para o restante deste capitulo, que os parame-
tros contidos nas equagoes 7.1 assumem os valores listados na tabela
abaixo.
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kis |2 1m |1
kas | 2|72 |1
kss |2 v |1
kll 1 nii 2
klg 1 ni3 2
k’gg 2 a3 4
k‘32 2 N3 4

A fim de obtermos um modelo a eventos discretos associado ao
sistema de equagoes 7.1, é necessario que, primeiramente, particionemos
o espago de estados continuo formado pelas variaveis vy, v e vz. Tal
particionamento definiré o conjunto de estados do modelo discretizado.
A Figura 44(a) ilustra uma parti¢do Booleana de um espago de estados
bidimensional v, X vy qualquer em quatro elementos: 00, 01, 10 e 11.
Tais elementos da particao ficam naturalmente determinados, uma vez
escolhidos um valor de limiar, &;, bem como um valor maximo v; max,
para cada eixo v; (supomos, aqui, que todas as varidveis satisfazem

A escolha do parametro &; e, portanto, da linha diviséria entre
“concentracao alta de v;” e “concentragao baixa de v;” depende da fun-
¢ao matematica que modela a influéncia da variavel v; sobre a expressao
dos genes aos quais o fator de transcrigao u; se acopla. Por exemplo,
no caso do sistema de EDOs da equagao 7.1, a taxa de sintese de v3 é
reduzida a um terco do seu valor maximo para vy = 1. E razoavel dizer,
assim, que valores de vy iguais ou maiores que & = 1 correspondem a
concentragoes altas de vy, dado que o efeito repressor de vy sobre vs,
nesse caso, é pronunciado. Nao prolongaremos aqui a discussao inte-
ressante acerca da escolha de &; e seu impacto na abstragao discreta de
uma planta continua, embora esse toépico seja importante e mereca ser
explorado.

Definida a particao do espaco de estados, podem-se emprestar
diversas metodologias da comunidade de Sistemas Hibridos, para cons-
truir uma abstracao a eventos discretos de um modelo em equacoes
diferenciais (RAISCH; O’YOUNG, 1998; CURY; KROGH; NIINOMI, 1998).
Uma possivel estratégia, que serd adotada nas discussoes deste capi-
tulo, é definir, para cada elemento da particao, um conjunto de pontos
no interior dela, que serao mapeados segundo o modelo continuo ao
longo de um intervalo de tempo fixo At, com o objetivo de especificar
quais transigoes entre os estados do modelo discretizado sao possiveis.

Analise, por exemplo, a Figura 44(b). Os pontos P; e P» indi-
cados, ao deixarem o elemento 00, fazem-no passando, primeiro, pelos
elementos 01 e 10, respectivamente. Isso equivale a dizer que as transi-
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(b) Mapeamento de pontos de um elemento
da parti¢ao

Figura 44 — Exemplo de uma particao Booleana de um espago de es-
tados bidimensional. (a) Cada elemento da parti¢do esta associado a
um estado do sistema discretizado. A fim de construir o diagrama de
transicao de estados, seleciona-se um conjunto de pontos para repre-
sentar cada elemento da partigao, como mostrado esquematicamente
para 00. (b) Os pontos de um dado elemento da parti¢do sdo usados
como condic¢ao inicial do sistema de equagoes diferenciais, que é, entao,
simulado por um intervalo de tempo At, de maneira a determinar as
possiveis transigoes que comporao o diagrama de transi¢ao de estados.
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¢oes 00 — 01 e 00 — 10 s@o comportamentos factiveis do sistema. Esse
processo de mapeamento dos pontos repete-se para todos os pontos do
elemento 00 e, posteriormente, para todos os outros pontos pertencen-
tes a 10, 11 e 01.

A Figura 45 traz o algoritmo em Matlab que implementa o pro-
cedimento descrito no paragrafo anterior, aplicando-o & planta continua
modelada pelas equagoes 7.1. Executamos a fun¢do malha_aberta para
tempo_final = 20 e in_elemento pertencente ao conjunto de particoes
{000,001, 010,011,100, 101,110,111}, obtendo o diagrama de transi¢ao
de estados da Figura 46(a).

As transigoes no diagrama da Figura 46(a) sdo representadas
por setas cujas espessuras sdo proporcionais ao nimero de pontos que
vao de um estado a outro. Por exemplo, as transi¢oes de 011 para os
estados 001 e 010 acontecem para um nimero maior de pontos que a
transicao a 000. Na Figura 46(b), eliminamos as transi¢oes com baixa
representatividade (nesse caso particular, aquelas que ocorrem para
menos de 10% dos pontos do elemento da parti¢do) e desprezamos a
informacao quantitativa associada & espessura das setas, obtendo um
diagrama de transicao de estados convencional.

E interessante comparar o diagrama de transicao de estados da
Figura 46(b) com aquele obtido no capitulo 5, construido diretamente
a partir de fungoes logicas booleanas. As transicoes entre os estados
em ambos os diagramas sao iguais, a excecao da passagem de 101 para
001, que nao era observada no caso anterior.

O diagrama de transicao de estados da Figura 46(b) pode ser
usado como ponto de partida para construcio dos autématos G2 e GM,
da mesma forma como fizemos no capitulo 5. Se escolhemos, para fins
de controle genes sintéticos que codificam para os fatores de transcri¢ao
U1 € ug, OU seja, genes vj e v3, respectivamente, obtemos o autémato Ghi
graficamente representado na Figura 47 (por questao de simplicidade,
nao mostramos aqui o automato intermediario G**). Suporemos que
todos os eventos de alto nivel nao controlaveis podem ser preemptados
pelos eventos forgaveis.

7.2 CONVERSAO DO SUPERVISOR EM EDO

Suponha um problema de atracao de estados em que X,,, = {101}
e P = verdadeiro. Aplicando-se os conceitos desenvolvidos no capitulo
anterior, verifica-se que o macroestado inicial xy = 010 do autémato
G™ na Figura 47 satisfaz o predicado de alcancabilidade estrita. Além
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function [tempo,matriz_abs,matriz_rel] =..
malha aberta(;n elemento, tempo_final)

tempo_final
in_elemento
tempo
matriz_abs

tempo para simulagido do sistema em malha aberta
indica elemento da partigdo a ser mapeado

vetor com tempo que vai de 0 a "tempo_ final"
[P(000) P(001l) ... P(111l)], em gue P(q)

é a quantidade de pontos que atingiram "g"

matriz rel matriz_abs/sum(matriz_abs)
%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%
% definigado dos pardmetros dos elementos das partigbes

P 0P OR OR OF OF

% distancia entre os pontos nos eixos vl, v2Z e v3, respectivamente
d(l) = .1; d(2) = .1; d(3) = .1}

% valores minimo, de limiar e maximo de vl, v2 e v3
vl(l) = 0; v1(2) = 1; v1(3) = 4;
v2(l) = 0; v2(2) = 1; v2(3) = 4;
v3(l) = 0; v3(2) = 1; v3(3) = 4;

% fungdo "particac" devolve os pontos pertencentes a "in elemento"
pontos = particao(in_elemento,d,vl,v2,v3);
[lin_pontos,col pontos] = size(pontos);

tspan = [0,tempo_final];

% criagdo do eixo do tempo
tempo = 0:.l:tempo_final; size_tempo = length(tempo);

matriz_abs = zeros(1l,8); matriz_rel = zeros(1,8);

for i=1:1in pontos
% toma o ponto da i-ésima linha como condig&@o inicial
y0 = pontos(i,:);

% guarda o resultado da simulagédo do sistema para y0
solucao_edo = ode45(@planta,tspan,y0);

% avalia a solugdo da edo para os valores contidos no vetor "tempo"
nivel expressao_temp = deval(solucaoc edo,tempo)’;
for j=l:size_ tempo

% fung@o "particiona pontos" retorna um vetor linha, indicando a
% qual elemento pertence o ponto "nivel_expressao_temp(j,:)"
para_onde_ponto_foi =...

find(particiona pontos(nivel expressao_temp(j,:),v1,v2,v3));

% se o ponto mudou de elemento da partigéo
if(para onde ponto_foi ~= in_elemento)
% soma 1 na coluna correspondente da matriz matriz abs
matriz_abs(para_onde_ponto foi) =...
matriz_ abs(para onde ponto_foi) + 1;

% encerra execugao do lago "for"

break
% se o ponto ndo mudou de elemento ao final da simulagéo
elseif(j == size_tempo)

matriz_abs(in_elemento) = matriz_abs(in_elemento)+1;

end
end
end
matriz_rel = matriz_abs/sum(matriz_abs);

Figura 45 — Algoritmo implementado em Matlab para construcdo
de uma abstracao discreta das equagoes 7.1, codificadas no arquivo
planta.m.
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(a) Abstracdo com todas as transigdes
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N
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(b) Abstracdo com transi¢des que ocorrem para mais de
10% dos pontos

Figura 46 — (a) Diagrama de transi¢do de estados discretizado do mo-
delo continuo da rede de regulacao génica. A espessura da seta que liga
dois estados g, r é proporcional & quantidade de pontos do elemento da
particao ¢ que vao a r, sem passar por outros elementos da partigao.
(b) Diagrama de transi¢ao de estados convencional. As transigoes de ¢
a r que ocorrem para menos do que 10% dos pontos em ¢ sdo elimina-
das. Nao se retém neste automato a informagao quantitativa associada
a espessura das transigbes do diagrama em (a).
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+u;

()—
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Figura 47 — Autémato de alto nivel G construido a partir do diagrama
de transi¢do de estados da Figura 46(b), quando genes sintéticos v§ e
v3 sao utilizados para fins de controle.

disso, X,, = X = {101}. Assim, o problema de atragdo de estados
tem solugao.

Um possivel conjunto de entradas de controle no alto nivel que
resolve o problema & S™(010) = {+u;}, S¥(110) = {+uz}, SPM(111) =
{—uz} e, finalmente, S"(101) = {}. De modo a simplificar as regides
de regulagdo génica de v§ e v§, faremos, ainda, SM(011) = {+u;} e
Sh(100) = {+us}. As fungdes de atualizagao de estados dos genes
sintéticos v e v§ sdo dadas, entdo, pelas expressoes ff(uy,us,us) =
(ur Aug) V (u1 Aug) e f§ = (ug, uz, uz) = ug.

Convertamos agora as funcoes fi e f5 em equagdes diferenciais
ordinarias, seguindo a légica esquematizada na Figura 48 para a fungao
fi. Os critérios empregados nessa conversao sao semelhantes aqueles
adotados para modelagem de uma rede de regulacao génica por equa-
¢oes diferenciais. Por exemplo, a clausula (uy A ug) de f7 é traduzida
para uma parcela de d(v$)/dt cujo valor méximo se obtém para u; =0
e up — 00. O sistema em malha fechada continuo é, entao, descrito
pelas equagoes 7.2, que modelam a dinadmica das proteinas u; produ-
zidas a partir dos genes nativos, v;, e a partir dos genes sintéticos, v;.
Como tais fatores de transcrigao, por hipotese, desempenham a mesma
fungao regulatoria, existe um acoplamento entre a rede nativa e a rede
sintética, ou planta e controlador, respectivamente.
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dt Uk ko) (ke -
+Ek4s kauy® uz*

Figura 48 — Obtencao de equacoes diferenciais que possam implemen-
tar, no universo continuo, um comportamento equivalente aquele obser-
vado para genes sintéticos no universo Booleano. Os efeitos regulatorios
de um fator de transcrigao sobre a dindmica das outras proteinas sao
modelados pelas fungoes de Hill, apresentadas no Capitulo 3. As opera-
coes logicas de conjungao e disjungao sao traduzidas para as operacoes
de multiplicac@o e adi¢do. O fator de degradac@o proteica y45v7 evita
um “efeito memoria” no circuito, ou seja, a presenga do fator de trans-
cricao u; em um macroestado = devido tao somente a ativagoes em
macroestados anteriores.
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@ _ kllu?u k13u§13 B

dt T ke 1 kygut® ne

dvp ., 1

a 2s 1+ k23ug23 Y2U2

dvs ., 1

a 3s 1t k32u§32 Y3U3

dv$ s 1 kqoun*? N

dt s (1 + k’41u?41) (1 + k42u342) (72)

k41u?41 u'g43 s
s (1 + karup™) (1 + kaguf®®) e
s ns1
d;}ti% = kSS% - '755U§

up = vy + v
uz = v3 + v3

U2 = V2

Para os novos parametros em d(v§)/dt e d(v3)/dt, escolhemos os
valores da tabela abaixo. As constantes ks € k5s, que representam as
méaximas taxas de sintese dos fatores de transcrigao u; e uz a partir dos
genes sintéticos v] e v3, sao trés vezes maiores que seus pares kis, kas €
kss, uma forma de garantir a preemptabilidade dos eventos relacionados
aos genes sintéticos. Com excegao de kys € kss, assumimos para todas
as outras constantes valores iguais aqueles escolhidos para os seus pares
nos genes nativos. Abstemo-nos aqui de empreender uma investigagao
mais detalhada sobre a relagao entre os valores de cada uma dessas
constantes e suas contrapartidas biologicas.

k4s 6 Y4s 1
kss | 6 | 7ss 1
k‘41 1 na1 2
k‘42 1 T42 4
k?43 2 M43 2
k51 1 ns51 2

A Figura 49 mostra de forma esquematizada o resultado da si-
mulagao do sistema de controle em malha fechada continuo modelado
pelas equagoes 7.2. Nela podemos acompanhar a evolucao das variaveis
u1, Uz € ug, ou seja, a concentracao total de cada um dos fatores de
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transcrigao, para os instantes de tempo indicados. Iniciamos a simula-
¢ao com 3000 pontos uniformemente distribuidos no macroestado 010.
A presenga de todos os pontos em 010 é representada na figura pelo
circulo cinza que preenche todo o macroestado 010. A medida que o
tempo transcorre, pode-se visualizar como a distribuicao dos pontos é
alterada, em uma trajetoria que segue aquela planejada pelo supervisor
SM para o sistema a eventos discretos, culminando com a conducio de
todos os pontos para o macroestado de destino 101.

A mesma simulagao é mostrada sob uma nova perspectiva na
Figura 50, que traz o grafico {uj,us,uz} X t. Note como todos os
pontos convergem para uma situacao de equilibrio, interpretada, no
nivel 16gico, como sendo o macroestado 101. As altas constantes k45 €
kss acarretam concentragoes finais de w1 e ug quase duas vezes maiores
do que aquelas verificadas no sistema em malha aberta. Trataremos
desse tema na proxima segao.

7.3 ANALISE QUANTITATIVA DA FORCABILIDADE

Na secao anterior, para garantir a hipotese de forgabilidade, fize-
mos k45 = k55 = 6, ou seja, escolhemos uma taxa de sintese de protei-
nas a partir dos genes sintéticos v; trés vezes maior do que a constante
adotada para os genes nativos. Analisaremos agora se essa restrigao
rigida sobre os genes v; pode ser relaxada, diminuindo as exigéncias
construtivas sobre v .

Forcar um evento de alto nivel em um dado macroestado x nem
sempre significa preemptar outro 7 € ¥, Tome, por exemplo, o con-
trole S"(010) = {+u;}. Nenhum outro evento que nio +u; parte do
macroestado 010. Para induzir a transi¢do 6™ (010, +u;) = 110, por-
tanto, o evento de baixo nivel +v{ nao precisa “vencer” nenhum —v; ou
+v; da rede nativa. Logo, nao ha necessidade de altas taxas de sintese
de u; a partir do gene v{ em 010.

O controle S™(110) = {+wu3}, por outro lado, demanda a pre-
empcao de um evento, especificamente, de —u;. Mas perceba que,
nesse caso, o evento de alto nivel —u; em 110 é reflexo da ocorréncia
de —v$ no baixo nivel (dado que v; néo esta ativado em 110). Assim,
a preempcao de —uy por +ug requer que a ativagao do gene sintético
v3 em 110 seja mais rapida do que a desativagdo de v{ no mesmo ma-
croestado. Como o gene sintético v§ foi construido para se ativar em
010 e se desativar em 110 (veja a regiao de regulacao f7), a taxa de
diminuicao da concentracao da proteina u; sintetizada a partir de vj é
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Figura 49 — Representacao esquematica da evolucao temporal das varia-
veis continuas uq, us € ug, segundo a dindmica dada pelas equagoes 7.2.
A &rea dos circulos cinzas em cada macroestado é proporcional a quan-
tidade de pontos naquele macroestado no instante de tempo mostrado.
Os macroestados conectados por linhas cheias perfazem a trajetéria em
malha fechada induzida por S™.
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Figura 50 — Dindmica temporal das variaveis u;, us e us, quando todos
os pontos pertencentes ao macroestado 010 sao tomados como condigao
inicial do sistema em malha fechada continuo.

baixa, assim que o sistema entra no macroestado 110. Isso se da pois
0 gene v estd na regido limitrofe entre os comandos “ative v§” (valido
em 010) e “reprima v§” (véalido em 110). Tal fato sugere que k3, tam-
bém pode ser reduzida, a julgar pelo comportamento do sistema até o
macroestado 110. O mesmo argumento apresentado neste paragrafo,
quando aplicado aos outros controles de alto nivel S"(x), embasa uma
reducao nos valores de kys € kss. De fato, como pode ser visto na Fi-
gura 51, os requisitos de malha fechada sao satisfeitos para o sistema
continuo quando k45 = k55 = 2, em outras palavras, quando as taxas de
sintese associadas aos genes sintéticos assumem valores iguais aqueles
utilizados para os genes nativos.

Adicionalmente, uma reducao em k45 e k5 diminui os valores
de regime de u; e ug, como mostrado na Figura 52, o que implica um
menor consumo de energia para sintese proteica.

Por fim, a Figura 53 mostra a simulagao do sistema em malha
fechada continuo para uma condigao inicial particular, qual seja, v; = 0,
vy =3, v3 =0 ev] =v] =0. Essa figura mostra também os sinais de
controle v{ e v§ e ilustra a sequéncia de transigao entre macroestados
que caracteriza a evolugao temporal de ui, us e ug.
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Figura 51 — Representacao esquematica da evolucao temporal das varia-
veis continuas uq, us € ug, segundo a dindmica dada pelas equagoes 7.2.
A &rea dos circulos cinzas em cada macroestado é proporcional a quan-
tidade de pontos naquele macroestado no instante de tempo mostrado.
Os macroestados conectados por linhas cheias perfazem a trajetéria em
malha fechada induzida por S™.
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Figura 52 — Din&dmica temporal das variaveis u;, us e us, quando todos
os pontos pertencentes ao macroestado 010 sao tomados como condi-
¢ao inicial do sistema em malha fechada continuo. A concentracao de
regime dos fatores de transcrigao é menor do que aquela verificada para
ks = kss = 6.

Naturalmente, a discussao qualitativa conduzida nesta se¢ao en-
contra um paralelo quantitativo, obtido quando da analise dos valores
minimos e maximos, em cada estado, das expressoes para d(vf)/dt e
d(v;)/dt. Por ora, o nosso objetivo, no entanto, ¢ tdo somente alertar
para o fato de que satisfazer a hipotese de preemptabilidade no alto
nivel requer uma escolha de parametros no baixo nivel que satisfaca
um compromisso: nem tao rigida, dificultando a construcao de genes
sintéticos, e nem tao frouxa, invalidando a hipotese.

Como alertado na introducao deste capitulo, as ideias aqui pre-
sentes sao, de uma forma geral, quase reflexdes sobre um problema
instigante a ser explorado. Embora nao seja o objeto da Tese trazer
respostas efetivas para os topicos levantados nas ultimas segoes, as dis-
cussoOes apontam alguns elementos que comporao o espectro de nossas
pesquisas futuras.
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Figura 53 — Evolugao temporal de u1, us e uz para uma condigao inicial
especifica. Os sinais de controle v{ e v3 sao também mostrados. Na
base da figura, pode-se acompanhar a trajetoria de uq, us e ug segundo
uma perspectiva discretizada. Note como a sequéncia de macroestados
visitados pelo sistema em malha fechada segue a trajetoéria induzida
por S™ sobre GM.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

Apresentamos nesta Tese uma metodologia assente na Teoria de
Controle Supervisorio (TCS), para projetar controladores intracelulares
de redes de regulagao génica, implementados biologicamente por genes
sintéticos.

A Tese traz duas contribuigbes principais: a) estende a TCS, a
fim de tratar o problema de atracao de estados para o caso em que o
controlador nao somente habilita ou desabilita eventos, mas também
preempta certos eventos nao controlaveis por meio de eventos forgaveis;
e b) formaliza e resolve o problema de controle de redes génicas por mo-
léculas sintéticas, unindo, assim, em uma mesma abordagem, Biologia
Sistémica (para modelagem e analise), Teoria de Controle e, por fim,
Biologia Sintética (para realizacao do controlador).

A extensao teorica da TCS, conduzida ao longo do Capitulo 5, foi
fortemente motivada pelo problema de controle biolégico tratado. Em
outras palavras, a tarefa de intervengao em redes génicas nao foi um
mero exemplo escolhido a posteriori, por se adequar bem a novidades
teoricas. A tarefa bioldgica constitui-se, antes, no ponto de partida de
nossa investigacao. Por isso, discorremos mais detalhadamente sobre
a natureza das redes de regulagao génica e seus modelos matematicos
nos capitulos 2 e 3 da Tese.

A rica particdo qualitativa do conjunto de eventos a que aludi-
mos acima resulta da estratégia de controle que adotamos, fundada no
uso de genes sintéticos. Como nao podemos intervir diretamente na
ativagao ou desativagao dos genes da rede nativa, os eventos a eles re-
lacionados sdo nao controlaveis. A controlabilidade reserva-se, entao,
somente aqueles eventos vinculados aos genes sintéticos, pois assumi-
mos ser possivel especificar a priori quando cada um deles sera ativado
e desativado. Por fim, a hipotese de preemptabilidade de certos eventos
da rede nativa fez-se necessaria para tornar factivel o controle da rede.
Fossem todos os eventos da planta nao preemptaveis, as possibilidades
de resolucao do problema de controle seriam muito pequenas. A hipoé-
tese de preemptabilidade, como argumentado no Capitulo 5, é, de fato,
biologicamente plausivel.

E interessante ressaltar, ainda, que o tom hierarquico de nossa
abordagem, e.g. definigao de planta e supervisor no baixo e alto niveis,
é também fruto da estratégia de intervencao por nés escolhida. Como
genes nativos e sintéticos codificam para as mesmas proteinas, torna-se
oportuno agrupar os estados em que a concentragao proteica é a mesma,
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independente da fonte que as origina, pois esses estados sao equivalen-
tes de uma perspectiva fisiologica. Ao procedermos dessa forma, ja
colocamos o problema como nos termos de Controle Hierarquico; abs-
traimos os estados de genes individuais, passando a pensar em termos
de concentragao proteica. A validade da propriedade de Consisténcia
Hierarquica em nossa abordagem, como mostrado no Capitulo 5, com-
prova que o passo de abstragao do baixo para o alto nivel mencionado
nao prejudica a resolugao do problema de controle: o comportamento
que exigimos do sistema no nivel proteico pode ser induzido pela agao
dos genes sintéticos no nivel mais baixo.

Do ponto de vista biol6gico, o corpo conceitual das extensoes a
TCS que propomos requer que: a) as redes génicas possam ser abs-
traidas por modelos a eventos discretos; b) as regides de regulagio dos
genes sintéticos possam ser programadas para iniciar a transcrigao em
estados celulares especificos; ¢) as sequéncias de nucleotideos dos genes
sintéticos sejam tais que suas dindmicas de expressao génica sejam mais
rapidas do que algumas de seus pares nativos. Assim, embora tenha-
mos desenvolvido a Tese para uma instancia particular e simplificada
do problema — redes nativas Booleanas controladas por genes sintéticos
que computam quaisquer fungoes logicas —, a esséncia do nosso trabalho
pode ser estendida para abarcar os casos mais gerais, e.g. redes géni-
cas multiniveis (em que os genes assumem mais do que dois estados),
regioes de regulagao com restricdes de programacao, etc.

Acerca das hipoteses biologicas levantadas no paragrafo anterior,
e sobre as quais se assenta nossa Tese, nenhuma delas é irrealista. Os
modelos a eventos discretos pressupoem, basicamente, a existéncia de
um conjunto discreto de estados por entre os quais o sistema transita.
Ora, tal caracteristica é uma das mais marcantes em sistemas vivos (e a
responséavel pela ordem que eles transparecem): os seres multicelulares,
por exemplo, sao compostos por um conjunto discreto de tipos celu-
lares e nao por uma massa de células cujas caracteristicas fisiologicas
enfileiram-se em um espectro continuo. Citamos, no Capitulo 3, diver-
sos trabalhos publicados que dao respaldo & ideia de que os modelos
a eventos discretos captam sim a dindmica de importantes processos
biologicos. Para os casos em que modelos continuos sao mais adequa-
dos, no entanto, nossas ideias podem ser empregadas para facilitar a
sintese do controlador, como conjecturamos no capitulo 7 da Tese. Em
outras palavras, resolver o problema de controle no nivel discreto pode
ser mais simples do que atacar sistemas de equagdes diferenciais nao
lineares diretamente.

A programagao das regioes de regulacao de genes sintéticos, a
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segunda das hipdteses que assumimos, nao é algo puramente tedrico,
mas realidade ja divulgada em diversos artigos experimentais publica-
dos recentemente na literatura, como mencionamos nos capitulos 4 e
5, na segao dedicada a realizacao do supervisor. A despeito dos avan-
¢os da Biologia Sintética, entretanto, existem diversas restrigoes para
a programacgao de genes. FKEsse topico foi tratado no Capitulo 6, em
que mostramos como simplificar a regiao de regulacao de genes sintéti-
cos apds a sintese do supervisor. A hipotese de preemptabilidade dos
eventos ligados aos genes sintéticos também é razoavel biologicamente,
como mostram os trabalhos cientificos que alteram, por exemplo, as
taxas de transcrigao e traducao de genes, por meio da manipulacao das
sequéncias nao transcritas, das regidoes nao traduzidas, ou mesmo dos
codons usados para especificar as cadeias proteicas.

O futuro que vislumbramos para o trabalho aqui apresentado
passa por dois caminhos: um tedrico e o outro pratico. No primeiro,
pretendemos continuar o trabalho compilado no Capitulo 7, sobre o
uso de abstracoes discretas para resolver o problema de controle de
redes biologicas modeladas por formalismos continuos. Como derivar
“boas” abstragoes discretas de plantas continuas, de que forma ajustar
os pardmetros cinéticos das equagoes diferenciais que implementam o
supervisor sao duas das principais questoes que colocamos como pers-
pectivas de pesquisa. Nesse ponto, os resultados da area de Sistemas
Hibridos servirao como referencial teérico de nossas pesquisas.

Ainda no ambito tedrico, temos interesse em investigar com mais
detalhes como os conceitos de hierarquia e modularidade, bem estabe-
lecidos nas Engenharias, podem nos ajudar a melhor compreender o
comportamento de seres vivos e a intervir em suas dindmicas. Modu-
laridade é uma caracteristica marcante na Biologia — presente desde
a constituigdo das biomoléculas (e.g. proteinas possuem modulos com
competéncias funcionais distintas), passando pelas topologias modu-
lares de redes intracelulares e chegando até os 6rgaos especializados
em seres multicelulares — e pode ser explorada para diminuir o custo
computacional da sintese de controladores. O conceito de hierarquia,
por sua vez, constitui-se no elemento central para compreender de que
maneira os fendémenos em diferentes niveis da escala biologica se re-
lacionam. Para exemplificar, como pensamentos derivam de estados
celulares neuronais, e esses de estados das redes intracelulares. De
modo a estender nossas ideias a arranjos biol6gicos mais complexos do
que o nivel celular, como tecidos e érgaos, acreditamos ser necessario,
portanto, um estudo mais aprofundado da organizacao hierarquica dos
organismos.
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Finalmente, desejamos aplicar as ideias aqui desenvolvidas a um
problema pratico, a fim de testar, validar e rever nossas hipoteses,
enriquecer e estender a abordagem teorica apresentada e cumprir o fim
a que se devem destinar as teorias na Engenharia: bem compreender
os sistemas naturais e utilizar seus principios para resolver problemas
relevantes para a sociedade.



153

REFERENCIAS

ALBERT, R. Boolean modeling of genetic regulatory networks.
Lecture Notes on Physics, v. 650, p. 459-481, 2004.

ALBERTS, B. et al. Molecular biology of the cell. New York: Garland
Science, 2008.

ANDRIANANTOANDRO, E. et al. Synthetic biology: new
engineering rules for an emerging discipline. Molecular Systems
Biology, v. 2, p. 1-14, 2006.

ARKIN, A.; ROSS, J.; MCADAMS, H. H. Stochastic kinetic analysis
of developmental pathway bifurcation in phage A-infected escherichia
coli cells. Genetics Society of America, v. 149, p. 1633-1648, 1998.

BAGH, S.; MANDAL, M.; MCMILLEN, D. An active intracellular
device to prevent lethal disease outcomes in virus-infected bacterial
cells. Biotechnology and Bioengineering, v. 108, p. 645-654, 2011.

BALDISSERA, F. L.; CURY, J. E. R. Application of supervisory
control theory to guide cellular dynamics. In: Proceedings of WODES
2012. Guadalajara, Mexico: [s.n.], 2012. p. 384-389.

BALDISSERA, F. L.; CURY, J. E. R. Dealing with biological
constraints in the synthesis of controllers for gene regulatory networks.
Aceito para publica¢ao nos Proceedings of the IFAC’14. 2014.

BALDISSERA, F. L.; CURY, J. E. R. Optimality in the control
of gene regulatory networks. Submetido para IEEE 53rd Annual
Conference on Decision and Control. 2014.

BALDISSERA, F. L.; CURY, J. E. R.; RAISCH, J. A supervisory
control theory approach for the control of gene regulatory networks.
Submetido para IEEE Transactions on Automatic Control. 2014.

BENENSON, Y. Biomolecular computing systems: principles,
progress and potential. Nature Reviews Genetics, v. 13, p. 455—468,
2012.

BERNOT, G.; COMET, J.-P.; RICHARD, A. Application of formal
methods to biological regulatory networks. Journal of Theoretical
Biology, v. 229, p. 339-347, 2004.



154

BLAZECK, J. et al. Controlling promoter strength and regulation
in Saccharomyces cerevisiae using synthetic hybrid promoters.
Biotechnology and Bioengineering, v. 109, p. 1-12, 2012.

BORNHOLDT, S. Less is more in modeling large genetic networks.
Science, v. 310, p. 449451, 2005.

BRANDIN, B. A.; WONHAM, W. Supervisory control of timed
discrete-event systems. IEEE Transactions on Automatic Control,
v. 39, p. 329-342, 1994.

BRAVE, Y.; HEYMANN, M. On stabilization of discrete-event
processes. In: Proceeding of the 28th IEEE Conference on Decision
and Control. Tampa, FL: [s.n.], 1989. p. 2737-2742.

BRAVE, Y.; HEYMANN, M. On optimal attraction in discrete-event
processes. Information Sciences, v. 67, p. 245 — 276, 1993.

BUCHLER, N.; GERLAND, U.; HWA terence. On schemes of
combinatorial transcription logic. PNAS, v. 100, p. 5136-5141, 2003.

CASSANDRAS, C. G.; LAFORTUNE, S. Introduction to discrete
event systems. New York: Springer, 2008.

CHAOUIYA, C.; REMY, E. Logical modelling of regulatory networks,
methods and applications. Bulletin of Mathematical Biology, v. 75, p.
891-895, 2013.

CHAVES, M.; GOUZE, J.-L. Exact control of genetic networks in
a qualitative framework: the bistable switch example. Automatica,
v. 47, p. 1105-1112, 2011.

CLARKE, E. M. Model Checking. Cambridge, Massachusetts: The
MIT Press, 1999.

CULLER, S.; HOFF, K.; SMOLKE, C. Reprogramming cellular
behavior with RNA controllers responsive to endogenous proteins.
Science, v. 330, p. 1251-1255, 2010.

CURY, J. E.; BALDISSERA, F. L. Systems biology, synthetic biology
and control theory: A promising golden braid. Annual Reviews in
Control, v. 37, n. 1, p. 57 — 67, 2013.

CURY, J. E. R.; KROGH, B.; NIINOMI, T. Synthesis of supervisory
controllers for hybrid systems based on approximating automata.
IEEE Transactions on Automatic Control, v. 43, p. 564-568, 1998.



155

DATTA, A. et al. Control approaches for probabilistic gene regulatory
networks. IEEFE Signal Processing Magazine, v. 24, p. 54-63, 2007.

DAVIDICH, M. I.; BORNHOLDT, S. Boolean network model predicts
cell cycle sequence of fission yeast. PLoS One, v. 3, p. 1-8, 2008.

EPSTEIN, J. M. Why model? Journal of Artificial Societies and
Social Simulation, v. 11, p. 1-5, 2008.

EWALD, R. et al. Discrete event modelling and simulation in systems
biology. Journal of Simulation, v. 1, p. 81-96, 2007.

FISHER, J.; HENZINGER, T. Executable cell biology. Nature
biotechnology, v. 25, p. 12391249, 2007.

GALLOWAY, K. E.; FRANCO, E.; SMOLKE, C. D. Dynamically
reshaping signaling networks to program cell fate via genetic
controllers. Science, v. 341, p. 12350051-123500519, 2013.

GINGOLD, H.; PILPEL, Y. Determinants of translation efficiency
and accuracy. Molecular Systems Biology, v. 7, p. 1-13, 2011.

GLASS, L.; KAUFFMAN, S. A. The logical analysis of continuous,
non-linear biochemical control networks. Journal of Theoretical
Biology, v. 39, p. 103-129, 1973.

GOLASZEWSKI, C. H.; RAMADGE, P. Control of discrete event
processes with forced events. In: Proceedings of the 26th Conference
on Decision and Control. [S.1.: s.n.], 1987. p. 247-251.

HUANG, S.; ERNBERG, I.; KAUFFMAN, S. Cancer attractors: a
systems view of tumors from a gene network dynamics. Seminars in
Cell & Developmental Biology, v. 20, p. 869-876, 2009.

HUANG, S.; INGBER, D. E. Shape-dependent control of cell growth,
differentiation, and apoptosis: switching between attractors in cell
regulatory networks. Ezperimental cell research, v. 261, p. 91-103,
2000.

HUBBARD, P.; CAINES, P. E. Dynamical consistency in hierarchical
supervisory control. IEEE Transactions on Automatic Control, v. 47,
p. 37-52, 2002.

IDEKER, T.; GALITSKI, T.; HOOD, L. A new approach to decoding
life: systems biology. Annual Review of Genomics and Human
Genetics, v. 2, p. 343-372, 2001.



156

IGLESIAS, P. A.; INGALLS, B. P. Control Theory and Systems
Biology. Cambridge, Massachusetts: The MIT Press, 2010.

JONG, H. de. Modeling and simulation of genetic regulatory systems.
Journal of Computational Biology, v. 9, p. 67-103, 2002.

KARLEBACH, G.; SHAMIR, R. Modeling and analysis of gene
regulatory networks. Nature Reviews Molecular Cell Biology, v. 9, p.
770-780, 2008.

KARLSSON, M.; WEBER, W. Therapeutic synthetic gene networks.
Current Opinion in Biotechnology, v. 23, p. 1-9, 2012.

KARNAUGH, M. The map method for synthesis of combinatorial
logic circuits. Transactions of the American Institute of Electrical
Engineers, Part I: Communication and Electronics, v. 72, p. 593-599,
1953.

KAUFFMAN, S. A. The origins of order: self-organization and
selection in evolution. Oxford: Oxford University Press, 1993.

KELL, D. B.; KNOWLES, J. D. Systems modeling in cellular biology.
In: SZALLASI, Z.; STELLING, J.; PERIWAL, V. (Ed.). Cambridge,
Massachusetts: The MIT Press, 2010. cap. The role of modeling in
systems biology.

KEMMER, C. et al. Self-sufficient control of irate homeostasis in mice
by a synthetic circuit. Nature Biotechnology, v. 28, p. 355-360, 2010.

KHALIL, A. S.; COLLINS, J. J. Synthetic biology: applications come
of age. Nature Reviews, Genetics, v. 11, p. 367 — 379, 2010.

KITANO, H. Systems biology: a brief overview. Science, v. 295, p.
1662-1664, 2002.

KUMAR, R.; GARG, V.; MARCUS, S. Language stability and
stabilizability of discrete event dynamical systems. SIAM J. Control
Optm., v. 35, p. 1294-1320, 1993.

LANGMEAD, C. J.; JHA, S. K. Symbolic approaches for finding
control strategies in boolean networks. Journal of Bioinformatics and
Computational Biology, v. 7, p. 323-338, 2008.

LI, S.; BRAZHNIK, P.; TYSON, J. J. A quantitative study of
the division cycle of caulobacter crescentus stalked cells. PLoS
Computational Biology, v. 4, p. 111-129, 2008.



157

LIU, Y.-Y.; SLOTINE, J.-J.; BARABASI, A.-L. Controllability of
complex networks. Nature, v. 473, p. 167-173, 2011.

MACHADO, D. et al. Modeling formalisms in systems biology. AMB
Ezpress, v. 1, p. 1-14, 2011.

MACLEAN, D.; STUDHOLME, D. A boolean model of the
pseudomonas syringe hrp regulon predicts a tight regulated system.
PLoS One, v. 5, p. 1-6, 2010.

MENOLASCINA, F.; BERNARDO, M. di; BERNARDO, D. di.
Analysis, design and implementation of a novel scheme for in-vivo
control of synthetic gene regulatory network. Automatica, v. 47, p.
1265-1270, 2011.

MESAROVIC, M. D.; TAKAHARA, Y. Abstract Systems Theory.
Heidelberg: Springer-Verlag, 1989.

MILIAS-ARGEITIS, A.; SUMMERS, S.; LYGEROS, J. In silico
feedback for in vivo regulation of a gene expression system. Nature
Biotechnology, v. 29, p. 1114-1116, 2011.

MITCHELL, M. Complexity: A Guided Tour. Oxford: Oxford
University Press, 2009.

NISSIM, L.; BAR-ZIV, R. A tunable dual-promoter integrator for
targeting of cancer cells. Molecular Systems Biology, v. 6, p. 1-9, 2010.

NISSIM, L.; BEATUS, T.; BAR-ZIV, R. An autonomous system for
identifying and governing a cell’s state in yeast. Physical biology, v. 4,
p- 154-164, 2007.

PURNICK, P.; WEISS, R. The second wave of synthetic biology: from
modules to systems. Nature Reviews Molecular Cell Biology, v. 10, p.
410-422, 2009.

QUINE, W. V. The problem of simplifying truth functions. The
American Mathematical Monthly, v. 59, p. 521-521, 1952.

RAISCH, J.; O’YOUNG, S. D. Discrete approaximation and
supervisory control of continuous systems. IEEFE Transactions on
Automatic Control, v. 43, p. 569-573, 1998.

RAMADGE, P. J.; WONHAM, W. M. Supervisory control of a class
of discrete-event processes. SIAM Journal Control and Optimization,
v. 25, p. 475-498, 1987.



158

ROSEN, R. Life Itself - A Comprehensive Inquiry into the Nature,
Origin and Fabrication of Life. New York: Columbia University Press,
1991.

SAADATPOUR, A.; ALBERT, I.; ALBERT, R. Attractor analysis of
asynchronous boolean models of signal transduction networks. Journal
of Theoretical Biology, v. 266, p. 641-656, 2010.

SAMAD, H. E. et al. Stochastic modelling of gene regulatory networks.
International Journal of Robust Nonlinear Control, v. 15, p. 691-711,
2005.

SCHLITT, T.; BRAZMA, A. Current approaches to gene regulatory
network modelling. BMC' Bioinformatics, v. 8, 2007.

SHMULEVICH, I.; DOUGHERTY, E. R.; ZHANG, W. From boolean
to probabilistic boolean networks as models of genetic regulatory
networks. Proceedings of the IEEE, v. 90, p. 1778-1792, 2002.

SLEIGHT, S. C. et al. Designing and engineering evolutionary robust
genetic circuits. Journal of Biological Engineering, v. 4, p. 12, 2010.

STROGATZ, S. H. Nonlinear Dynamics and Chaos. Cambridge, MA:
Westview Press, 2001.

TARSKI, A. A lattice-theoretical fixpoint theorem and its applications.
Pacific J. Math., v. 5, n. 2, p. 285-309, 1955.

THOMAS, R. Boolean formalization of genetic control circuits.
Journal of Theoretical Biology, v. 42, p. 563-585, 1973.

UHLENDORF, J.; MIERMONT, A.; DELAVEAU, T. Long-term
model predictive control of gene expression at the population and
single-cell levels. Proceedings of the National Academy of Sciences of
the United States of America, v. 109, p. 14271-14276, 2012.

WEBER, W.; FUSSENEGGER, M. Engineering of synthetic
mammalian gene networks. Cell: Chemistry & Biology, v. 16, p.
287-297, 2009.

WOLKENHAUER, O. Systems biology: the reincarnation of systems
theory applied in biology? Briefings in Bioinformatics, v. 2, p.
258-270, 2001.



159

WOLKENHAUER, O.; MESAROVIC, M.; WELLSTEAD, P. A plea
for more theory in molecular biology. In: BRINGMANN, P. et al.
(Ed.). Systems Biology. [S.1.]: Springer Berlin Heidelberg, 2007, (Ernst
Schering Foundation Symposium Proceedings).

WONHAM, W. M. Supervisory Control of Discrete-FEvent Systems.
2010. Apostila baseada em notas de aula do autor.

XIE, Z. et al. Multi-input RNAi-based logic circuit for identification
of specific cancer cells. Science, v. 333, p. 1307-1311, 2011.

ZHONG, H.; WONHAM, W. M. On the consistency of hierarchical
supervision in discrete-event systems. IEEE Transactions on
Automatic Control, v. 35, p. 1125-1134, 1990.



