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RESUMO

O cancer de mama € o cancer mais frequentemente diagnosticado e com a maior taxa de morta-
lidade em mulheres. O cancer de mama triplo negativo (TNBC) € um tipo altamente agressivo
de cancer de mama que esté associado a piores progndsticos. O comeco de doengas desse tipo
acontece em nivel celular, quando células tumorais proliferam-se incontrolavelmente, destruindo
tecidos do corpo e possivelmente espalhando-se para outras regides. Erros no sistema de reparo
das células podem induzir o desenvolvimento de células cancerosas. Caso o dano no DNA seja
muito extenso, nao sendo possivel a progressao do ciclo celular, mecanismos de defesa impedem
que células malignas se proliferem. Tais mecanismos incluem os processos considerados neste
trabalho: apoptose e autofagia. A apoptose € um processo de morte celular programada que usu-
almente ocorre durante o desenvolvimento, envelhecimento e principalmente como mecanismo
de defesa. Em contraste, a autofagia € um processo de autodigestdao em que os componentes
celulares sao degradados de forma a fornecer energia para a célula. Um dos muitos reguladores
de apoptose e autofagia sao os MicroRNAs (miRNAs), que regulam ambos 0s processos através
da alterac@o do nivel de expressao de proteinas envolvidas nas respectivas vias de sinalizagao.
O cross-talk entre autofagia e apoptose € a interacao entre reguladores de ambos os processos.
Neste trabalho, buscamos entender como as vias de apoptose e autofagia interagem em células
de TNBC e qual a influéncia que diferentes miRNAs desempenham nesses processos. Com esse
propdsito, propomos a utilizagdo do formalismo 16gico e do formalismo baseado em equacdes
diferenciais ordindrias (EDO) para estudar o comportamento dindmico deste tipo de sistema.
Assim, desenvolvemos um modelo que considera a influéncia de miRNAs nos processos de auto-
fagia e apoptose em células de TNBC, utilizando aqueles que estao subexpressos/superexpressos
em células de TNBC como inputs. Através das simulacdes do modelo, foram realizadas andlise
de estabilidade e perturbacdes de componentes da rede, verificando como o nocaute ou ativagao
fixa de determinado miRNA influencia nos processos apoptético e autofdgico. Analisamos que,
em determinados casos, a combinacdo da atividade ectépica 1 do miR-100 com os nocautes do
miR-144 e miR-200c parece ser a perturbacdo mais eficiente para induzir autofagia, enquanto
que a superexpressdo do miR-144 continua sendo o estimulo mais importante para induzir apop-
tose. Com esses resultados, foi possivel analisar quais miRNAs com expressdo alterada em
TNBC sdo mais provaveis de serem alvos em potencial para abordagens terapéuticas em cancer
de mama triplo negativo.

Palavras-chave: Cancer de mama triplo negativo. Autofagia. Apoptose. miRNAs. Modelagem.



ABSTRACT

Breast cancer is the cancer most frequently diagnosed and with the highest mortality rate in
women. Triple negative breast cancer (TNBC) is a highly aggressive type of breast cancer that
is associated with worse prognosis. The onset of this kind of disease occurs at the cellular level,
when tumor cells proliferate uncontrollably, possibly spreading to other regions. During the cell
cycle, the cells are constantly attacked by genotoxic agents, which can cause injuries that lead
to modifications in DNA structure. Impairments in the cell repair system might induce the devel-
opment of cancer cells. If the DNA damages are very extensive and the cell cycle cannot flow,
the defense mechanisms restrict the malignant cells of spreading. Such mechanisms include the
processes focused in this work: apoptosis and autophagy. Apoptosis is a programmed cell death
process that usually occurs during development, aging and especially as a defense mechanism.
On the other hand, autophagy is a process of self-digestion in which cellular components are
degraded to provide energy for the cell. One of the many regulators of apoptosis and autophagy
are MicroRNAs (miRNAs), which regulate both processes by changing the level of expression
of proteins involved in the respective signaling pathways. The cross-talk of autophagy and apop-
tosis is the interaction between regulators of both processes. In this work, we seek to understand
how apoptosis and autophagy pathways interact in TNBC cells and what influence different
types of miRNAs play in such processes. For this purpose, we propose using logical and or-
dinary differential equation (ODE) based formalisms to study the dynamical behavior of this
kind of system. Therefore, we developed a model of the miRNA influence on autophagy and
apoptosis processes in TNBC cells, using those that are downregulated/upregulated in TNBC
cells as inputs. Through our model simulations, stability and perturbation analysis of network
components were performed, verifying how the knockout or fixed activation of a given miRNA
influences the apoptotic and autophagic processes. We analyzed that in certain cases the combi-
nation of miR-100 ectopic activity with miR-144 and miR-200c knockouts seems to be the most
efficient perturbation to induce autophagy, while miR-144 overexpression continues to be the
most important stimulus to induce apoptosis. With these results, it was possible to analyze which
miRNAs with altered expression in TNBC are more likely to be potential targets for therapeutic
approaches in triple negative breast cancer.

Keywords: Triple negative breast cancer. Autophagy. Apoptosis. miRNAs. Modeling.
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1 INTRODUCAO

Mundialmente, o cincer de mama € o tipo de cancer mais frequentemente diagnosticado
em mulheres e com a maior taxa de mortalidade entre os diversos tipos de cancer. Mais de
2 milhdes de novos casos de cancer de mama sdo diagnosticados anualmente, e mais de 600
mil mulheres morrem de cincer de mama a cada ano (BRAY et al., 2018). No Brasil, sdo
diagnosticados mais de 60 mil casos € mais de 18 mil mortes anualmente, sendo o cancer com a
maior taxa de incidéncia e letalidade (INCA, 2020). O cancer de mama triplo negativo (TNBC)
¢ um tipo altamente agressivo de cancer de mama que estd normalmente associado com maior
proliferacdo e invasao celular, metastase e piores progndsticos (FOULKES et al., 2010).

O comeco de doencas desse tipo acontece em nivel celular, quando células tumorais
proliferam-se incontrolavelmente, destruindo tecidos do corpo e possivelmente espalhando-se
para outras regides. Durante o ciclo celular, as células sdo constantemente atacadas por agentes
genotoxicos, os quais podem causar lesdes que levam a modificacdes na estrutura do DNA. Essa
grande variedade de lesdes € detectada pelo sistema de reparo da célula. Erros neste sistema
levam a proliferacao de células com mutacdes, o que pode dar origem ao desenvolvimento
de tumores (REINHARDT; SCHUMACHER, 2012). A resposta celular aos danos no DNA,
também chamados de estresse no DNA, € mediada através dos checkpoints do ciclo celular, nos
quais as células analisam se € possivel continuar a divisdo celular, sdo os chamados mecanismos
de reparo do DNA. Caso o dano no DNA seja muito extenso, ndo sendo possivel a progressao do
ciclo celular, existem mecanismos de defesa para evitar que as células com dano proliferem-se.
Esses mecanismos incluem a morte celular programada que pode ser induzida por diferentes vias
de sinalizagdo! como a da apoptose, autofagia, necrose, entre outras. Esses mecanismos servem
como barreiras naturais que restringem as células mutadas de sobrevivéncia e disseminacdo (SU
etal.,2015).

A autofagia € um processo intracelular no qual macromoléculas sdo degradadas em par-
tes menores de forma a fornecer energia para a célula, com o objetivo de protegé-la contra
estresses relacionados a inani¢do. Esse processo € regulado pela via de sinalizagao de autofagia,
composta pelas quinases ULK e VPS34 e seus reguladores, além de vdrias outras proteinas que
interagem para regular cada estagio do processo. Ja a apoptose € um processo de morte celular
programada que ocorre normalmente durante a vida humana e funciona como um mecanismo
de defesa quando células sdo danificadas, sendo um importante processo de supressdo de tu-
mores. Além disso, existe uma conexdo entre as vias de sinalizacdo de autofagia e apoptose
por componentes que regulam os dois processos. Essa relacdo é chamada de cross-talk entre
autofagia e apoptose. Ainda, importantes reguladores dos processos de apoptose e autofagia

sdo os microRNAs. Frequentemente chamados de miRNAs, interagem com o mRNA especifico

' Sinalizagdo celular é um processo de comunicagio entre as células e que controla as atividades celulares.

Uma via de sinalizag@o € definida por varios componentes que interagem através de reacdes quimicas com
a participacdo frequente de diferentes tipos de enzimas para controlar um determinado processo celular (eg.
divisdo celular).
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de genes para alterar a expressdo de proteinas e possuem funcdes regulatérias em inlimeros
processos celulares.

E complexo entender as interacdes entre as diversas moléculas que fazem parte de um
processo bioldgico, visto que mesmo um processo simples envolve muitos componentes que
ndo apresentam um comportamento linear e ndo interagem de forma isolada. Uma possibilidade
utilizada é a modelagem matematica, que consiste em modelos formados por uma rede de com-
ponentes interagentes que obedecem a férmulas matemadticas, ajudam a entender a estrutura de
um sistema: seja uma célula, um tecido ou um organismo, e prever o comportamento dindmico
do respectivo sistema. Essas redes que apresentam relacdes de interacdes entre seus componen-
tes sdo definidas como redes regulatérias. Os modelos matematicos de redes genéticas permitem
simulacdes numéricas que mostram o comportamento dindmico de um sistema, podendo repro-
duzir observagdes experimentais e levar a predicio de resultados (LE NOVERE, 2015). Neste
trabalho, estamos considerando dois formalismos: a modelagem légica, que € uma abordagem
qualitativa baseada no formalismo 16gico aplicado em processos biolégicos por R. Thomas
(THOMAS, R.; D’ARI, 1990); a modelagem por equacdes diferenciais ordindrias (EDOs), que
¢ uma abordagem quantitativa e considera varidveis continuas. Entre as diversas aplicacdes dos
dois tipos de formalismos, foram publicados trabalhos sobre a regulacdo do destino celular no
cancer (GRIECO et al., 2013), estudo de sinergias de drogas (FLOBAK et al., 2015), senes-
céncia celular MOMBACH et al., 2014), apoptose celular (BAGCI et al., 2006) e autofagia
(LIU, B. et al., 2017).

Neste trabalho, buscamos estudar como as vias de sinalizacido de apoptose e autofagia
interagem em células de TNBC e qual a influéncia que diferentes tipos de miRNAs desempe-
nham nesses processos. Com esse propdsito, propomos a modelagem da influéncia de miRNAs
nos processos de autofagia e apoptose em células de TNBC. Construimos uma rede regulatdria
com os principais componentes desses processos e a utilizagdo de miRNAs que estdo subex-
pressos/superexpressos em TNBC como inputs da rede. Nosso modelo € composto pela rede
regulatdria, que apresenta as relacdes de ativacdo e inibicdo entre os componentes, condi¢des
iniciais estabelecidas e expressdes matematicas que determinam como cada varidvel interage
com todo sistema. Assim, o modelo pode ser simulado, seguindo as expressdes estabelecidas, e
apresentar o comportamento dindmico do sistema através da evolucdo de um estado inicial até
um estado fixo. Primeiramente utilizamos o formalismo 16gico, em que cada varidvel assume
valores 0 ou 1 (booleana) e cada expressao matemdtica utiliza os operadores légicos, a qual
neste caso € chamada de regra 16gica. Apds a construcao do modelo 16gico, a transformacao do
modelo para um modelo continuo foi realizada, em que as expressdes matematicas sao EDOs
e as varidveis sdo continuas. Em ambos os modelos, os outputs possiveis sdo o destino celu-
lar de apoptose, autofagia ou crescimento. Os formalismos que utilizamos permitem a analise
de perturbacdes de componentes da rede, permitindo verificar como a inibicdo ou ativacdo de
um componente interfere em todo o sistema. Assim, conseguimos analisar como 0 nocaute ou

ativacao fixa da expressao de um determinado miRNA influencia nos processos apoptético e
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autofagico.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1  Objetivo Geral

O principal objetivo deste trabalho € estudar como as vias de sinalizacdo de apoptose e
autofagia interagem em células de TNBC, e quais miRNAs com expressao alterada nesse tipo de
linhagem celular sdo mais provaveis de serem alvos em potencial para abordagens terapéuticas

em cancer de mama triplo negativo.

1.1.2  Objetivos Especificos

Com o objetivo geral delimitado, s@o propostos os seguintes objetivos especificos:

e Construir um modelo l6gico com os principais componentes das vias de autofagia e

apoptose.

e Utilizar miRNAs que estao subexpressos/superexpressos em células de TNBC como in-

puts do modelo.
e Transformar o modelo 16gico em um modelo continuo.
e Analisar o comportamento dindmico do modelo nos formalismos 16gico e continuo.

e Analisar como o nocaute ou ativacao fixa da expressdo de um determinado miRNA influ-

encia nos processos apoptotico e autofagico.

e Analisar as probabilidades de acessibilidade das perturba¢des dos miRNAs.
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2 PROCESSOS BIOLOGICOS

2.1 CANCER DE MAMA TRIPLO NEGATIVO

Clinicamente, o cancer de mama pode ser classificado em trés grandes grupos baseados
em marcadores celulares e implicacdes terapéuticas: tumores com expressao do receptor de
estrogénio (ER+) ou expressdo do receptor de progesterona (PR+); tumores com a amplificacdo
da expressao do receptor 2 do fator de crescimento epidérmico humano (HER2+) com ou sem
ER+ e PR+; tumores que sdo caracterizados pela auséncia da expressdo de ER e PR, e auséncia
da amplificacdo de HER2 (KUMAR; AGGARWAL, 2016). O tltimo grupo € um tipo agressivo
de cancer de mama invasivo, classificado como cancer de mama triplo negativo (TNBC), baseado
na falta desses trés marcadores moleculares. O cancer de mama triplo negativo representa entre
15% a 20% de todos os tipos de canceres de mama (BROWN et al., 2008).

As opgdes terapéuticas em estdgios iniciais e finais de cancer de mama sdo significati-
vamente afetadas pela expressdao de PR, ER e HER2. Usualmente, canceres do tipo HER2+ e
TNBC t€m progndsticos menos favordveis quando comparados com outros tipos de cancer de
mama (CHAVEZ et al., 2010). Enquanto tumores que expressam ER e PR sdo tratados com
agentes que interferem na produ¢do de hormonios (terapia enddcrina), e canceres do tipo HER2+
sdo tratados com agentes que inibem HER?2, os TNBCs sdo tratados geralmente com quimiote-
rapia e nao sao responsivos a terapia enddcrina e terapias anti HER2 (TOSS; CRISTOFANILLI,
2015). Assim, TNBCs apresentam um curso clinico altamente agressivo, com altas taxas de
proliferagdo, idade precoce de inicio, maior potencial metastatico, piores progndsticos € menor
taxa de sobrevivéncia nos 5 primeiros anos apds o diagnodstico do que os outros tipos de cancer
de mama (DENT et al., 2007; GARRIDO-CASTRO et al., 2019).

O quadro 1 apresenta a classificagdo mais detalhada dos subtipos de canceres de mama
e alguns exemplos de linhagens celulares. Os tumores do tipo basal-like e claudin-low formam
a maioria dos canceres do tipo TNBC (POMMIER et al., 2020).

2.2 AUTOFAGIA

A autofagia é um processo de autodigestao intracelular no qual componentes celulares,
como os substratos e organelas, sdo envoltas por autofagossomas e entregues aos lisossomos
para degradacdo (CICCHINI et al., 2015), de forma a prover energia para a célula. As principais
fun¢des da autofagia s@o de proteger as células contra a inani¢do e estresses relacionados. Ao
regular a autofagia sob tais condi¢des, as células degradam macromoléculas em partes menores,
conseguindo energia para manter a homeostase celular (BENTO et al., 2016). Esse processo
é regulado pela via de sinaliza¢do de autofagia, composta pelas quinases ULK e VPS34, seus
reguladores, como Beclin-1 e Fip200, além de vérias outras proteinas que interagem para regular
cada estagio desse processo. Os mecanismos de funcionamento da via de sinalizacdo de autofagia

estdo descritos detalhadamente no capitulo 4.
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Quadro 1 — Classificac@o dos canceres de mama.
Subtipo Expressio de ER, PR e Caracteristica Exemplos de li- E TNBC?
HER2 nhagem celular
Luminal A ER+ ou PR+ ou ambos, - Responsivo a terapia endo- MCF7 Nao
HER2- crina e a quimioterapia (em
alguns casos)
- Melhor prognéstico, taxa HCC1428 Nao
mais alta de sobrevivénvia
Luminal B ER+ ou PR+ ou ambos, -Usualmente responsivoate- BT474 Nao
HER2+ rapia enddcrina, varidvel a
quimioterapia. Casos HER2+
sdo responsivos ao Trastuzu-
mabe
- Prognéstico ruim MDA-MB-361 Nao
Basal-like ER-, PR-, HER2+ - Usualmente responsivo a BT20 Sim
quimioterapia
- Prognéstico ruim HCC70 Sim
HER?2 positivo  ER-, PR-, HER2+ - Responsivo ao Trastuzu- SKBR3 Nao
mabe e a quimioterapia
- Prognéstico ruim e relapso SUM190PT Nio
frequente
Claudin-low ER-, PR-, HER2- - Resposta intermedidria a MDA-MB-231 Sim
quimioterapia
- Tumor agressivo BT-549 Sim
- 70% sao TNBC
Normal-like Tumores que nio se encai- - Tumores pequenos HCC38 Sim
Xam nas categorias acima

Fonte — A autora baseado em Chavez et al. (2010), Krishnamurthy ez al. (2012), Riaz et al. (2013), Sabatier et al.
(2014), Toss e Cristofanilli (2015), Xiaofeng Dai et al. (2017) e Dias et al. (2017).

Na carcinogénese, a autofagia apresenta um papel complexo. Em estdgios iniciais, o
processo geralmente suprime a iniciacdo de tumores. Entretanto, parece promover a progressao
de tumores quando as células estdo privadas de nutrientes (CICCHINI et al., 2015; GALLUZZI
et al., 2015), assim dependendo do estagio e contexto em que acontece. Ainda, sob algumas
condig¢des, a autofagia descontrolada leva a morte celular necrética independente de caspases, 0
que € denominado de “morte celular autofigica” (GOZUACIK et al., 2017). Células deficientes
de processos autofdgicos normalmente apresentam um aumento na instabilidade do genoma
(CICCHINI et al., 2015).

Em células de TNBC, o processo autofagico também depende do contexto em que
acontece. Sun e colaboradores verificaram que a irradiag@o por raios-X em células do tipo MDA-
MB-231 aumenta a expressdo da proteina LC3B e ativa a via de autofagia, indicando que o
processo autofagico € iniciado como uma resposta adaptativa para promover a sobrevivéncia das

células de cancer de mama triplo negativo depois de receberem radiacao (SUN, Q. et al., 2015).
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Assim, nesse caso, a autofagia induzida por irradiacdo protege as células de TNBC.

Além disso, Abedin e colaboradores trataram diferentes linhagens de cancer de mama
invasivo e nao invasivo com o farmaco Camptotecina (CPT), que tipicamente ativa a via intrin-
seca de apoptose. Foi observado que em linhagens de células de cancer de mama néo invasivo,
como a MCF-7, CPT ativou a via intrinseca e simultaneamente ativou uma resposta autofdgica
nas células, o que prolongou a sobrevivéncia celular pelo retardamento da taxa de apoptose. Ja
nas linhagens de cancer de mama invasivo BT-549, MDA-MB-231 e MDA-MB-435, em que as
duas primeiras sdo linhagens de TNBC, houve resisténcia das células 2 mesma quantidade de
CPT que matou as células de cancer de mama ndo invasivo, mesmo na presenga ou auséncia de
inibidores de autofagia (ABEDIN et al., 2007).

2.3 APOPTOSE

A apoptose é um processo que envolve a eliminacdo geneticamente determinada das
células. Ocorre normalmente durante o desenvolvimento e envelhecimento humano como um
mecanismo homeostédtico para manter as populagcdes celulares nos tecidos e, principalmente,
como um mecanismo de defesa quando as células sdo danificadas (ELMORE, 2007). Assim,
dependendo do contexto, a apoptose torna-se um importante processo supressor de tumores.

As caspases sdo importantes proteases envolvidas na regulagdo da apoptose. Existem
duas vias de sinalizagcdo bdsicas de apoptose: a via extrinseca a via intrinseca (mitocondrial). A
via extrinseca apoptética € ativada pela ligacao de um ligante a um receptor de morte (e.g., Fas),
que leva a ativacdo da caspase-8. Esta caspase pode iniciar a apoptose diretamente por clivagem
e, assim, ativar as caspases executoras (-3, -6, -7), ou ativar a via intrinseca apoptdtica. A via
intrinseca também pode ser ativada por diversos sinais de estresse, incluindo dano no DNA,
estresse oxidativo, tratamento com farmacos citotoxicos e privacao de fatores de crescimento,
resultando no inicio do processo apoptitico (MCILWAIN ez al., 2013). A descri¢do das vias de
sinalizagcdo de apoptose estd presente no capitulo 4.

Ainda, estudos mostram que existe uma relacdo entre as vias de apoptose e autofagia.
Beclin-1 e a proteina antiapoptética Bel-2 parecem interagir: a dissociacdo entre Beclin-1 e Bcl-
2 € essencial para a atividade autofdgica (PATTINGRE et al., 2005). Além disso, a clivagem por
caspase de Beclin-1 parece inibir a autofagia e promover a apoptose (WIRAWAN et al., 2010).
A conexado entre as vias de apoptose e autofagia é chamada de cross-talk. Assim, o cross-talk
entre autofagia e apoptose refere-se aos componentes que regulam ambas as vias de sinalizagao.

No modelo, vamos considerar como componentes do cross-talk as proteinas Bcl-2 e Bcel-X;.

2.4 A VIA DE PI3K/AKT/mTOR

A via de sinalizacdo PI3K/AKT/mTOR estd frequentemente ativada em diversos tipos
de cancer e regula varios mecanismos celulares, incluindo a proliferacdo celular, diferenciacao,
metabolismo, sobrevivéncia e crescimento celular MORGENSZTERN; MCLEOD, 2005; LO-
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PICCOLO et al., 2008). PI3K ¢ estimulada através da ativacao de receptores de tirosina quinase
por hormonios ou fatores de crescimento, como por exemplo a ativagdo do receptor de insulina
pelo hormonio insulina ou pelo fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1 ou 2 (IGF-I
e IGF-II), além de outros estimulos. PI3K, agora funcional, € translocada para a membrana
plasmadtica, onde leva a fosforilagdo e ativagao de AKT (POLIVKA JR; JANKU, 2014). Depois
de ativada, AKT medeia o crescimento e sobrevivéncia celular fosforilando vérias proteinas ci-
toplasmaticas, assim possibilitando a ativagao de mTOR. Logo, mTOR ativado consegue mediar
diversos processos catabdlicos e anabdlicos para manter o metabolismo e crescimento celular
(ERSAHIN et al., 2015). Os mecanismos de regulacio dessa via de sinalizacdo podem ser vistos

mais detalhadamente no capitulo 4.

2.5 MICRORNAS (miRNAs)

Os miRNAs consistem em uma classe de RNA reguladores ndo codificantes, cuja prin-
cipal funcdo € ligar-se a mRNAs especificos de genes para degradagdo ou inibi¢ao da traducao,
diminuindo ou aumentando a expressao da proteina resultante. miRNAs ndo codificam protei-
nas, porém controlam a estabilidade e tradu¢do de mRNAs de genes codificantes de proteinas
(GOZUACIK et al., 2017). A figura 1 ilustra a biogénese dos miRNAs. Inicialmente, (1) o DNA
€ transcrito pela RNA polimerase II (Pol II) formando o miRNA primério (pri-miRNA). Em
seguida, (2) a enzima RNase III Drosha cliva o hairpin formando o pré-miRNA, que (3) € en-
tao transportado para o citoplasma pelo complexo de exportina-5 e Ran-guanosina-5’-trifosfato
(Ran e GTP), onde (4) € clivado pela enzima RNase III Dicer liberando um RNA duplex. O RNA
duplex é carregado em uma proteina Argonauta (Ago), formando um complexo de silenciamento
induzido por RNA (RISC). O duplex é entdo desenrolado, geralmente causando a degradacao
da fita passageira (miRNA*) e a formagdao do miRNA maduro. Uma vez integrado ao RISC,
o miRNA maduro pode causar (I) a inibi¢ao da tradugao através do pareamento imperfeito de
bases entre 0 miRNA e a regido 3’-nao traduzida (UTR) do mRNA, (I) clivagem do mRNA
através do pareamento perfeito de bases entre 0o miRNA e a 3’-UTR do mRNA ou (III) ativagdo
da traducdo por meio da interacdo do miRNA com a 5’-UTR do mRNA. O miRNA maduro pode
atingir a corrente sanguinea por (A) liberacdo ativa (por incorporagdo em complexos de lipopro-
teinas e microvesiculas ou exossomos) ou (B) liberac@o passiva em corpos apoptéticos (causada
pela morte celular). Na forma associada, os miRNAs circulantes sdo resistentes a atividade de
nuclease presente no sangue (AMARAL et al., 2018).

As funcdes regulatdrias dos miRNAs envolvem uma variedade de processos bioldgicos,
incluindo desenvolvimento, diferenciacio, apoptose, senescéncia, regulacdo do metabolismo e
autofagia (SU et al., 2015; STIUSO et al., 2015; KITADATE et al., 2016; GOZUACIK et al.,
2017), sendo que mais de 60% de todos os genes humanos possuem possiveis sitios de ligacao
para miRNAs (FRIEDMAN et al., 2009).A desregulacdo da expressdo de miRNAs estd frequen-
temente relacionada a diversas doengas que acometem humanos. Varios estudos t€m mostrado

que os miRNAs realizam um papel promotor no desenvolvimento primdrio de tumores; miRNAs
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Figura 1 — Representacao da biogénese dos miRNAs.
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Fonte — Amaral et al. (2018).

que estdo muito expressos em cancer podem agir como oncogenes, enquanto que outros agem
como supressores de tumores, baseados nas respectivas dele¢cdes fisicas ou expressoes reduzi-
das no cancer em humanos. Mudancas nos niveis de expressdo de miRNAs foram observadas
em quase todos os tipos de canceres, incluindo o gastrico, de pulmao, pancredtico e de mama
(CHEN, Sheng et al., 2018; CHATTERIJEE et al., 2015; YANG, Y. et al., 2018; GONG et al.,
2015).

A aplicagdo terapéutica dos miRNAs no cancer envolve a utilizacdo de mimicos e anti-
miRs. Os antimiRs sdo oligonucleotideos que hibridizam com as sequéncias complementares
do miRNA e interrompem a atividade e/ou processamento do respectivo miRNA, resultando no
aumento da expressdo do gene supressor de tumor que € alvo desse miRNA. Eles sdo usados
para silenciar os miRNAs oncogénicos. Em contraste, os mimicos dos miRNAs sdo utilizados
para superexpressar um miRNA que € supressor de tumores, levando a diminui¢ido da expres-
sdo dos oncogenes que sao alvos desse miRNA (KASINSKI; SLACK, Frank J, 2011; SEGAL;
SLACK, Frank J., 2020).

Neste trabalho, estamos considerando miRNAs que tém a expressdo alterada em células

de TNBC quando comparada com células de outros tipos de cancer de mama ou células de
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mama saudaveis e aqueles que interagem com as vias de autofagia e apoptose. A descri¢ao
completa desses miRNAs e as respectivas interagdes com 0s processos autofagicos e apoptoticos

esta presente no capitulo 4.
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3 MODELAGEM MATEMATICA DE SISTEMAS BIOLOGICOS

A modelagem matemética de redes regulatdrias tem por objetivo estudar como compo-
nentes moleculares interagem para dar origem a determinados comportamentos. Como cada
processo biolégico normalmente envolve um grande nimero de componentes, o tamanho e
complexidade de um sistema que regula um processo especifico dificultam a compreensao do
respectivo comportamento dindmico. Assim, uma descricdo matemdtica de uma rede regulatoria,
incluindo as intera¢des inerentes, podem ser usadas para tentar testar e prever o0 comportamento
de um determinado sistema através de simulagdes computacionais. Nesse trabalho, abordare-
mos dois tipos de modelagem: a modelagem l6gica (ou booleana) e a modelagem continua por
equacoes diferenciais ordindrias.

A modelagem légica utiliza varidveis discretas e fornece uma estrutura adequada para
integrar dados de processos biologicos em modelos dindmicos rigorosos através de uma rede re-
gulatdria. As redes regulatorias simplificam as relagdes entre os elementos de uma via, servindo
como um modelo genérico para a andlise da dindmica e das principais propriedades que caracte-
rizam a rede regulatéria (THOMAS, R.; D’ ARI, 1990; NALDI et al., 2009). Nesta abordagem
as varidveis sao discretas -booleanas ou multivaloradas- e as atualiza¢des sdo definidas a partir
das caracteristicas de ativacao ou inibi¢ao de cada elemento da rede. Um estado do sistema é
determinado pelas condic¢des iniciais juntamente com as operagdes légicas de regulacao que
determinam o valor de uma varidvel a partir dos estados de seus reguladores.

Por considerar varidveis discretas, os modelos 16gicos ndao conseguem descrever concen-
tracdes continuas. Assim, a transformac¢do de um modelo booleano em um modelo continuo
permite o uso do modelo para explicar resultados experimentais de uma forma mais abrangente,
visto que a andlise permite considerar a concentracdo das varidveis, como também projetar e
otimizar outros experimentos (WITTMANN et al., 2009).

Para modelar um processo biolégico, primeiro precisamos estudar os componentes que
fazem parte desse processo, sejam eles genes, proteinas ou miRNAs. Por isso, comecamos
esse capitulo descrevendo algumas bases de dados que utilizamos para a construc¢io da rede de

interagdes do modelo.

3.1 FERRAMENTAS DE PESQUISA BIBLIOGRAFICA DAS VIAS DE SINALIZACAO

Realizamos pesquisas bibliogréficas para a constru¢do da rede de interacdes utilizando as
ferramentas presentes no quadro 2. Primeiramente, buscamos os principais componentes das vias
de sinalizacdo de apoptose e autofagia. Em seguida, buscamos miRNAs que interagem com essas
vias de sinalizacdo. Com essas informacgdes, procuramos a expressao desses miRNAs em células
de cancer de mama triplo negativo, comparando com a expressao em células de mama sauddveis.
Essa pesquisa resultou na descri¢do das vias de sinalizac@o presente no préximo capitulo e no
grupo de miRNAs apresentados no quadro 4, que estdo subexpressos ou superexpressos em

células MDA-MB-231, que € uma linhagem de cancer de mama triplo negativo. O quadro 2
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apresenta as bases de dados que utilizamos para construcio da rede de interacdes do modelo.

Quadro 2 — Bases de dados utilizadas para a constru¢do da rede regulatéria.

Base de dado Referéncia Disponivel em
KEGG PATHWAY (KANEHISA; GOTO, 2000) KEGG PATHWAY
STRING (SZKLARCZYK et al., 2019) STRING
SIGNOR 2.0 (LICATA et al., 2020) SIGNOR
GeneCards (STELZER et al., 2016) GeneCards
PANTHER (MI et al., 2020) PANTHER
TargetScan (AGARWAL et al., 2015) TargetScan
mirPath v.3 (VLACHOS et al., 2015) mirPath
TarBase v.8 (KARAGKOUNI et al., 2018) TarBase
Ingenuity Target Explorer (QIAGEN, s.d.) Target Explorer

Fonte — A autora.

A descri¢c@o completa da rede regulatdria estd presente no capitulo 4.

3.2 FORMALISMO LOGICO

Nesta secdo estao descritos os principais conceitos do formalismo 16gico como foi defi-
nido por Abou-Jaoudé e colaboradores em Abou-Jaoudé et al. (2016).

Assim, um modelo 16gico de uma rede regulatoria (G, B) € definido por um conjunto de
N componentes, representados por variaveis discretas, G = (x1,x»,...,Xy), em que cada varidvel
x; toma seu valor em (0,...,M;), que representa o intervalo de niveis funcionais de cada com-
ponente. Para o caso booleano, x; € {0,1}. Os componentes podem representar concentragcdes
de moléculas ou estados biolégicos, processos bioldgicos, ou fendtipos. Os componentes de
entrada, chamados de inputs, nao sdo regulados e representam condi¢des externas constantes do
ambiente. O espaco de estados S de um modelo 16gico € finito e tem tamanho 2V, em que um
estado € definido como um vetor x = [x, Xy, ...,xy]. Uma func¢do 16gica B; define os valores de
cada x; em termos de arestas ativadoras ou inibidoras que conectam um x; as outras varidveis
da rede, o que caracteriza um grafo direcionado. A funcao de atualizacdo B é definida como
B(x) = (B(x),...,By(x)). Uma representacdo simples de uma funcao booleana B € uma tabela
verdade que define o valor da funcdo para cada uma das varidveis. Ainda, outra representacao
¢ a visualizacdo da func¢do booleana como um cubo unitdrio de dimensdao N (STEINBACH;
KOHUT, 2002). Um exemplo das duas representacdes pode ser visto na figura 2, em cuja fungado
estamos considerando uma rede com trés varidveis x;, x; € x3 € B € uma func¢io booleana definida

como B =x; & (x; 1 x3).
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Figura 2 — Representagcdes da fungdo booleana B = !xy & (x»1x3). Os operadores 16gicos utiliza-
dos sdo AND ("&’), NOT (*!’) e OR (’I’). No cubo unitério, os vértices preenchidos
em preto representam B = 1, € os vértices em branco, B =0.

Xy Xx» x3|B
1 1 11]60
I 1 0160
1 0 1160
1 0 01]O0
0O 1 1711
0O 1 011
0O 0 111
0O 0 010

Fonte — Adaptado de Steinbach e Kohut (2002).

O gréfico regulatorio (ou de interagdes), (G,R), engloba os vértices que denotam os
componentes do modelo (componentes reguladores, elementos de ), juntamente com bordas
sinalizadas e direcionadas, denotando ativacdes ou inibicdes regulatérias (elementos de R )
(ABOU-JAOUDE et al., 2016). Um circuito C em um grafo de interacio (G,R) é uma sequéncia
e1,...,e; de arestas tal que o ponto finalde ¢;, i =1,...,k—1 ¢ a origem de e,,;, cada vértice de
(G,R) ocorrendo no maximo uma vez em C (SOULE, 2006). Em outras palavras, um circuito
¢ um caminho fechado e orientado de interacdes. Assim, um circuito pode ser positivo ou
negativo, em que o sinal € dado pela multiplicagdo dos sinais de cada interagcdo que o compdem.
Um exemplo de circuitos de uma rede regulatdria pode ser visto na figura 3. Ainda, a andlise de
funcionalidade de circuitos regulatérios permite identificar os circuitos que desempenham um
papel no surgimento de propriedades dindmicas; circuitos negativos abrangem um nimero impar
de inibic¢des e sdo requeridos para oscilagdes (determinadas por um atrator ciclico na dindmica),
enquanto que circuitos positivos abrangem um nimero par de inibi¢cdes e sao requeridos para
multiestacionaridade (AB OU-JAOUDE er al., 201 6). Assim, um circuito ¢ considerado funcional
se gerar a propriedade dindmica esperada.

Os gréficos de transicdo de estados, chamados de STG (State Transition Graph), sdo
usados para descrever os comportamentos assintdticos na dindmica de modelos 16gicos. Esses
comportamentos sdo chamados de atratores. Portanto, podemos dizer que o STG representa
o comportamento dindmico da rede, no qual os vértices representam estados do sistema e 0s
arcos representam as transi¢oes entre os estados (NALDI ez al., 2009). Os nés terminais que
ndo tém um estado sucessor no STG correspondem a um estado estdvel, ou em contraste, a
trajetéria no STG pode ter um atrator ciclico. Um estado € chamado de ‘estado estdvel’ quando
o sistema tende a mover na direcio desse estado, ou seja, se B(x) = x, entdo x é¢ um estado estivel
e cada valor das componentes desse estado sdo mantidas constantes. Assim, ndo acontecem

mais atualiza¢des no vetor de estado do grafico. Além disso, o sistema também pode oscilar
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permanentemente ao redor de um estado, o que € definido como um ciclo estavel. Em ambos os
casos, o estado final ou o caminho ¢ chamado de atrator (THOMAS, R.; D’ ARI, 1990). Estados
estaveis geralmente representam estados de diferenciacio celular ou processos e situacdes per-
durantes, enquanto que atratores ciclicos podem denotar comportamentos biol6égicos periédicos,
como o ciclo celular (ABOU-JAOUDE et al., 2016).

Figura 3 — Exemplo de um modelo 16gico. (a) Rede regulatéria com trés varidveis xi, x; € x3,
em que x; ¢ o input da rede. (b) Regras Légicas de x; e x3. (c) Circuitos do modelo.

(a) Rede Regulatoria

(¢) Circuitos

Circuito Negativo

o e
=5 | O=®

Circuito Positive

(b) Regras logicas

Bx2 =X1 &X3 &
G

By, =!x & (x11x3)

Fonte — A autora.

Figura 4 — Graficos de Transi¢@o de Estados do modelo 16gico da figura 3. (a) STG assincrono.
(b) STG sincrono. Estados de transi¢do sdo representados por quadrados, e estados
estdveis sdo representados por elipses.

(a) STG Assincrono (b) STG Sincrono
011 111 011 111
/ / /,/ /
010 110 010 /' 110

101 // 101
/7 / /
100 100

Fonte — A autora.



Capitulo 3. Modelagem matemdtica de sistemas biologicos 31

Os tipos de atualizagdo mais comuns de um modelo 16gico sdo os métodos sincronos
e assincronos. Partindo de um estado inicial, o método sincrono atualiza todos os valores das
varidveis em cada transicdo de estados, enquanto que no assincrono, cada varidvel é atualizada
independentemente - a diferenca entre estados serd apenas a atualizacdo de uma varidvel. As
atualizacOes de cada varidvel sdo sempre unitdrias - mesmo em um modelo com varidveis
multivaloradas - e cada transi¢do entre um estado inicial e um estado sucessor é determinada
pelos valores das varidveis nesse estado inicial e as regras l6gicas (fun¢des booleanas) de cada
varidvel, o que pode ser visto na figura 4. Como exemplo, a atualizacdo assincrona mais geral

pode ser definida da seguinte forma para todo i #;:

xi(t+1) = x;(t) +sign(B;(x(1)) —x; (1)), xj(t + 1) = x;(¢). (1)

Além disso, o método 16gico permite a simulagdo de perturbagdes, conhecidas experi-
mentalmente como perda de funcdo (LoF) ou nocaute e ganho de funcdo (GoF) ou atividade
ectopica. Essas perturbacdes consistem em fixar uma varidvel no valor mais baixo ou mais alto,
respectivamente. Assim, o sistema pode ser simulado levando em conta vérias perturbacdes
e apresentar diferentes outputs quando comparado com o caso sem perturbacdes. Quando o

modelo € simulado sem perturbagdes, o resultado é chamado de ‘caso do tipo selvagem’.

3.3 METODO DE TRANSFORMACAO DE UM MODELO BOLEANO PARA MODELO
CONTINUO

O método de transformagdo de um modelo booleano para um modelo continuo, o qual
estd descrito brevemente nesta secao, foi apresentado por Wittmann e colaboradores (2009) e
pode ser visto com mais detalhe em (WITTMANN et al., 2009). O método consiste na utilizagao
de interpolagdo polinomial multivariada para a transformacdo de operadores 16gicos em um
sistema de equacdo diferenciais ordindrias (EDO). Nesse processo, as varidveis discretas de um
modelo booleano sdo substituidas por varidveis continuas, as fun¢des booleanas sio substituidas
por fungdes homdlogas continuas, e sdo utilizadas funcdes de Hill para descrever as interacdes
moleculares entre os componentes de uma rede. Portanto, na proxima subsecao apresentamos

um resumo das fun¢des de Hill, e as subsecdes seguintes apresentam o método de transformacao.

3.3.1 Fungdes de Hill

As funcdes de Hill foram propostas por A. V. Hill em 1910 para descrever o ligamento
do oxigénio a hemoglobina (HILL, 1910). Posteriormente, foram amplamente utilizadas nas
areas de farmacologia e bioquimica, além de modelos de expressdo génica para descrever o
comportamento de interacdes moleculares (SANTILLAN, 2008).

Para derivar as funcdes de Hill, vamos seguir a descricdo que foi apresentada no capitulo
3.3 de Mathematical Modelling in Systems Biology: An Introduction INGALLS, 2013). Assim,
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consideramos a ligacdo de uma molécula A & uma proteina P. Nesse caso, o nome dado a

molécula que se liga é ligante. Assim, a reagdo quimica que descreve esse processo € a seguinte:

P+A — pA,

ko
em que a taxa da reacdo P+A — PA € k;[P][A], e a taxa da reagdo PA — P+A é k_;[PA]. Aqui,
[-] representa as concentracdes dos reagentes e k; € k_; sdo constantes de proporcionalidade. No
estado de equilibrio das reacdes, temos que a taxa de variagdo das concentragdes dos reagentes

deve ser zero. Assim,

d
E[P]:—kl[P][A]'Fk,l[PA]:O
d
d_t[A] =_k1 [P][A]+k—1 [PA] =0

d
~[PAT = ki [PI[A]- k1 [PA] = 0,

Das equacdes acima, temos que, no estado estaciondrio,

k_i[PA] = ki[P][A]

k
[MF#WM}
-1

Fazendo Kp = k_i/k;, em que K, € a constante de dissocia¢do do evento de ligacao, temos

LPIIAT

[PA] = X,

2)

Agora, definimos que a saturacdo fracional do conjunto de proteinas, representada por Y, € a

fracdo do nimero de sitios de ligacdo ocupados pelo nimero total de sitios de ligacdo:

_[PA]
 [P]+[PA]

Substituindo [PA] da equagdo 2, temos

__[PIAVKp  _ [A]
[PI+[PIAVKy ~ Kp+IA]

A curva de ligacdo da equagdo 3 € hiperbdlica e representa o comportamento da ligagdo do

3)

oxigénio com a proteina mioglobina, que possui apenas um sitio de ligacao.

A seguir, vamos considerar a ligacdo do oxigénio com a hemoglobina, que possui 4 sitios
de ligacao. Nesse caso, os sitios de ligagdo sdo idénticos, porém, ocorrem efeitos de cooperati-
vidade entre eles. A cooperatividade esté relacionada a eventos de ligacao que influenciam uns
aos outros. Assim, uma ligacdo € considerada cooperativa se a primeira ligacdo de um ligante
A a P muda a afinidade de liga¢do de um segundo ligante A ao receptor, fazendo com que este
seja menos ou mais provavel de ligar-se (INGALLS, 2013). Para o caso da ligacao do oxigénio

com a hemoglobina, as reacdes sdo as seguintes:
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4ky
P+A < PA,

ko

3ky
PA +A —= PA,
2k
2k3
PA> +A ? PA;

-3

PA;+A —2 pa,,
4y
em que cada complexo PA; possui i ligantes ligados. Para a primeira reacao de associagao, ha 4
sitios de ligag@o disponiveis em P para o primeiro ligante, entdo a taxa da reacdo € 4k,. Para a
segunda reacdo, ha 3 sitios de ligacdo disponiveis para o segundo ligante, entdo a taxa da reacdo
de associacado é 3k,, e assim sucessivamente. No equilibrio, as concentragdes dos complexos

serao:

_4[P][A]
[PA]= Ko
6[P][A]?
PA, ] = ——
[FA] KpiKp
4[P][AT?
(PAy] = _PIAT
Kpi1 K Kp3
PJ[A]*
(PA,] = [P][A]

9
Kp1Kp2Kp3Kps
em que os parametros Kp; = k_;/k; sdo as constantes de dissociacdo. Usando essas concentracdes,

podemos escrever a saturacdo fracional:

[PA]+2[PA;]+3[PAs] +4[PA4]

= 4
4([P]+[PA ]+ [PAy] +[PA3] +[PA4]) X
Substituindo [PA;] na equagdo 4, temos
[Al/Kp1 +3 [A]z/(KDlKDZ) +3 [A]3/(KD1 KpoKp3) + [A]4/(KD1KD2KD3KD4) (5)

1+ 4[A)/Kp; +6[AT12/(Kp1 Kp2) +4[AP/(Kp1 Kpa Kp3) + [A1*/(Kp1 Kp2 Kp3 Kps)

Se a ligagao final tem uma afinidade muito maior que as primeiras liga¢des, Kpys < Kp1, Kp2, Kp3,

entdo podemos aproximar a saturacao fracional:

[A1*/(Kp1 Kp2Kp3Kpa)

~ (6)
1+ [A]Y(Kpi1 Kp2Kp3 Kps)
A formalizagdo da aproximagdo 6 € a chamada funcao de Hill:
Al/Kp)" Al"
(AVKp)'  [A] -

~ 1+ (AVIKpD)®  Kp+[A]Y
em que Kp € interpretada como a constante de dissociagdo média. O coeficiente n, chamado
de coeficiente de Hill, originalmente representa o numero de sitios de ligacdo. No entanto, as

condi¢des para que n forneca uma estimativa precisa do nimero de sitios de ligacdo é bem
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especifica e acontecem somente quando um efeito extremo de cooperatividade positiva esta
presente entre as ligacdes da primeira e subsequentes moléculas ligantes (SANTILLAN, 2008).
Assim, uma descricdo mais apropriada de n € que, além de representar a inclina¢ao da fungao
sigmoide, ele é usado como uma medida do cardter do comportamento switch de um processo.
O comportamento das funcdes de Hill para diferentes valores de n pode ser visto na figura 5.
Para o caso em que n = 1, a fun¢do de Hill reduz-se a uma fun¢ao hiperbdlica, o que € o caso da

equacao 3.

Figura 5 — Fungdes de Hill com coeficientes n=1,2,3,4,5 e Kp =0.5.

08 r

07 r

04 r

0.3

0.2

[ S N

5 B8 5 B B

0.1

Fonte — A autora.

3.3.2 Transformagdo do modelo booleano para o modelo continuo

Para fazer a transformac¢ao de um modelo booleano para um modelo continuo, primeira-
mente devemos substituir as varidveis discretas x; do modelo booleano por varidveis continuas
X; tomando valores no intervalo [0, 1] - normaliza¢do das concentrac¢des para o intervalo unitdrio.
Assim, teremos estendido as funcdes booleanas B; para fungdes B; : [0, 11V — [0, 1]. As fungdes
B, sdo chamadas de homélogas continuas das funcdes booleanas B;. A seguir, para construir
a estrutura do modelo continuo e imitar mais precisamente a realidade bioldgica, vamos consi-
derar também a taxa de producdo e degradacdo de uma dada espécie (miRNAs, proteinas, etc.).
Assim, assumimos que a producdo de uma espécie X; é dada pela funcdo B;, e sua degradacio

€ proporcional a X;. Logo, a evolugdo de X; sobre o tempo € governada pela equacao diferencial
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ordinaria (EDO):

. 1 —
X = ;(Bi(xihxiz, e XiN) = X)), (8)

em que T; € o tempo de vida da espécie X;. H4 apenas um parametro para producgao e degradacio
por causa da normalizacdo das concentracdes para o intervalo unitdrio. Agora, o principal fator
é como que as fun¢des B; sdo obtidas de uma funcdo booleana B; de uma maneira eficiente.
Wittmann e colaboradores (2009) propuseram trés transformagdes baseadas em interpolacao
polinomial multivariada para a obtencdo de B;, em que B; é definido como polinomial nas
variaveis X;;,Xj, . . ., Xy, € concorda com B;. As trés transformacdes sdo chamadas de BooleCube,
HillCube e HillCube normalizada.

As funcdes do tipo BooleCube sio definidas como
- -
B; (X1, X, - . - ,XiN,») )

através da interpolacdo linear das funcdes B; pelo uso da técnica de interpolacdo polinomial
multivariada (WITTMANN et al., 2009). Assim, podemos substituir B; por Fl{ na equacgao 8 e
obter a evolugdo temporal de X;. Além disso, as fungdes 1_91{ sao multilineares, ou seja, apresentam
a forma Ef(z‘cil,)_ciz, ..., Xiy;) = a+bX;;, em que a e b sdo constantes reais. Entretanto, as interagdes
moleculares, que ocorrem entre as macromoléculas, apresentam um comportamento do tipo
switch, por isso os autores implementaram o uso das fun¢des de Hill para modelar esse tipo de
interacdo que ndo apresenta comportamento linear. Portanto, as fun¢des do tipo HillCube sao

definidas como

F,{{(El’?_ﬁ'z, oo Xiny) = Fz['(ﬁl(xil)9ﬁ2(7_ci2)’ - fin(Xan)s (10)
em que f; € uma funcio de Hill com pardmetros n;; € k;; para cada interagdo. As fungdes Ffl
podem substituir B; na equacdo 8 para formar um novo sistema de EDOs.

Uma caracteristica das fun¢des de Hill € que elas nunca assumem o valor 1. Assim, as
funcdes do tipo HillCube nao sdo homologas perfeitas das fungdes booleanas B;. Para tal, pode-
mos normalizar as fun¢des de Hill para o intervalo unitdrio. Assim, conseguimos o homdlogo

continuo perfeito das fun¢des booleanas B;:

—Hn - (fil(?_Cil) Jo(xin) fin; ()_CiNi)) an

B, (Xi, X, ..., Xiv;) :=B; ) fa) (D)
As funcdes do tipo 1_9?" sdo chamadas de HillCubes normalizadas. Assim, podemos substituir a
equacdo 11 em 8 para formar um novo sistema de EDOs.

Sobre a similaridade do comportamento dos modelos booleano e continuo, os autores
mostraram que sempre que as funcdes B; na equacio 8 forem homdlogas perfeitas das funcdes
booleanas B;, um estado estavel do modelo booleano também sera um estado estado estavel
do modelo continuo. Esse resultado vale para um modelo com fun¢des do tipo BooleCube e

HillCube normalizada, mas ndo para funcdes do tipo HillCube ndo normalizada - visto que as



Capitulo 3. Modelagem matemdtica de sistemas biologicos 36

func¢des de Hill nunca atingem o valor 1. Sendo assim, escolhemos fazer a transformagao do
modelo utilizando fung¢des do tipo HillCube normalizada. A seguir, apresentamos um exemplo
da transformacdo de um modelo booleano genérico de forma a ilustrar e esclarecer o processo e
a obtencdo das func¢des continuas.

3.3.3 Exemplo de transformacdo de um modelo booleano genérico

Consideramos a rede regulatdria da figura 6. Nesse caso, a variavel X ativa-se e inibe a

variavel Y. Similarmente, Y ativa-se ¢ inibe X.

Figura 6 — Rede regulatoria genérica. Os operadores l6gicos utilizados sao AND( &), OR(CI’)

e NOT().
—>@ D

Regras Logicas Tabela Verdade
X Y[ XIY | Y&!IX

X: X | Y 0O 0 1 0

Y: Y&!X 1 0 1 1

0 1] 0 0

11 I 0

Fonte — A autora.

A transformacio desse modelo booleano para um modelo continuo resulta num sistema
de EDOs. Usando a transformagéo do tipo BooleCube, temos o seguinte sistema para as varidveis
XeY:

‘2—): - Til{ (a-pxpa-rvn)+ (xia-n) + () —[X]} (12)
i—f : Tiz{ (via-1xn) —[Y]} (13)

Podemos observar na tabela verdade da figura 6 que a utilizagdo do operador 16gico OR na regra
16gica da varidvel X resulta em trés condi¢gOes para que X tenha o valor 1 (ativado). Ja a regra
16gica da varidvel Y, que utiliza o operador AND, permite apenas uma condi¢do para que Y seja
ativado. Assim, a equacdo 12 possui trés termos que representam as trés condi¢cdes para que

X seja ativado: o termo (1 —[X])(1—[Y]) representa o caso da tabela verdade em que X =0 ¢
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Y =0; [X](1-[Y]) representa a condi¢do X =1 e Y =0; [X][Y] representa X =1 e ¥ = 1. Note que
os termos da forma 1-[concentracdo] e [concentracdo] representam as interagdes de inibicdo e
ativacao, respectivamente. Ainda, comparando as eqs. 12 e 13 com a equagao 8, temos que as

~ Bl ~
funcdes B; nesse caso sdo:

By = (a-xp-1D) + (Ix10-1vD) + (1x1017)
By = (I1101-1xD)
Se usarmos a transformacdo do tipo HillCube, teremos uma estrutura similar ao caso

anterior, porém em vez de B; ser em funcdo de X e Y, temos B; em funcdo de fx,(Xi) e fr,(Y;), em

que fiy, (xiy;) s@o as fungdes de Hill. Assim, o sistema de EDOs nesse caso sera:

SCASR D (S C.9 Y PR £ S O (U . S I
dr T (X172 +k52) (Y] +k5*) (X172 +k32)
I b N [X]"2 . (Y]

(i) )| [\ xeke) ) (i)

vy 1 ek o, X B
E_Tz{<([Y]"7+k’§7)) (1 ([X]n9+kT3)> m}, (>

em que T; € T, sdo os tempos de vida de X e Y, respectivamente. O quadro 3 apresenta os

—[X]} (14)

coeficientes de Hill e parametros k de cada uma das quatro interacgoes.

Quadro 3 — Parametros de cada interagao.

Parametros Interacio
ny e ks XemX
ny e ks YemX
ny e kg YemY
ng e kig XemY

Fonte — A autora.

Usando a transformacdo do tipo HillCube Normalizada, temos as funcdes na mesma
estrutura do caso HillCube mais um termo de normalizacdo. Logo, nosso sistema de EDOs é

dado por:
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aX VLN e ) (o e
f_Tl{[<l (X1 +K32) (1+k )> (l (Y] +k5*) (1445 )>]

+_<([X]n2+k;lz) (144 )> <1 ([Y1rs +k5*) (1445 )>]
X1 ey ()]
(ﬁ<>> <<[Y1"4+k';4> “”‘5)) Wp o

d—Y = i —[Y]n7 . ") . _—[X]ng . noy | _
dt‘T2{<([Y]n7+k§7) (1 +kg )) (1 (X140 (1+k10)> [Y]}, (17)

no qual os parametros sdo os mesmos do caso anterior.

Com o sistema de EDOs pronto apds a transformacao, é possivel simular o modelo e obter
seu comportamento dinamico. Por questdes de compatibilidade, escolhemos a transformagao
do tipo HillCube Normalizada para o modelo deste trabalho. A transformacdo pode ser vista no

capitulo 6.
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4 DESCRICAO DA REDE REGULATORIA

Neste capitulo estdo descritos os componentes € interagdes que consideramos para a
construcao da rede regulatéria do modelo. Como o cancer de mama triplo negativo é marcado
pela auséncia da expressdo dos receptores de estrogénio (ER) e progesterona (PR), além da
auséncia da superexpressao de HER2, ndo colocamos esses receptores na rede e também nao
consideramos a ativag@o da via de PI3K/AKT/mTOR por HER2.

Nas proximas seg¢Oes, organizamos a descricdo da rede na seguinte ordem: a via de
sinaliza¢do de autofagia; a via de sinalizac¢@o de apoptose; elementos do cross-talk e os miRNAs.
Ainda, ha a descri¢do de alguns elementos da via de PI3K/AKT/mTOR que interagem com a

via de autofagia.

4.1 A VIA DE SINALIZACAO DE AUTOFAGIA E A VIA DE PI3K/AKT/mTOR

Com a privacao de nutrientes ou fatores de crescimento, a ativagdo da proteina AMPK
e/ou inibi¢do do complexo mTORC]1 levam a ativacdo e formagdo do complexo ULK (CIC-
CHINI et al., 2015). ULK € um complexo de proteinas formado por ULK1, ULK2, ATG101 e
FIP200 (KANEHISA; GOTO, 2000), e sua formac¢do induz o processamento de material para
a formagdo dos autofagossomas (AMELIO er al., 2011). Ja mTORCI, que também é um com-
plexo de proteinas, tem atividades antiautofdgicas e € formado por mTOR, mLST&8, Raptor,
PRAS40 e Deptor.

A proteina AMPK ativa ULK1 diretamente através de fosforilagdo. Entretanto, ULK1
também fosforila AMPK, regulando-a negativamente (LOFFLER et al., 2011). Assim, essa

interagdo entre AMPK e o complexo ULK forma um circuito negativo, como mostra a figura 7.

Figura 7 — Circuito negativo entre AMPK e ULK. As linhas verde e vermelha representam
ativacdo e inibicdo, respectivamente.

AMPK ULK

Fonte — A autora.

A alta atividade de mTOR impede a ativagdo de ULK1, fosforilando-a e interrompendo
sua intera¢cdo com AMPK (KIM e al., 2011). Porém, ULK1 regula negativamente a atividade
de mTORCI1, formando um circuito positivo entre os dois (DUNLOP er al., 2011; JUNG et al.,
2011). Além disso, AMPK inibe mMTORC1 de duas maneiras: através da ativagdo por fosforilagdo
das proteinas TSC1 e TSC2, que formam um complexo para inibir a atividade da proteina
Rheb (JUNG et al., 2010), a qual liga-se a mTOR e a ativa (LONG et al., 2005); através
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da fosforilagdo direta de Raptor e, consequentemente, a inibi¢do de mMTORC1 (GWINN ez al.,
2008). mTORC faz parte da via de sinalizacdo de PI3K/AKT/mTOR, na qual a estimulagio dos
receptores tirosina quinase - e.g. Insulina - levam a ativagao de PI3K. Quando ativado, PI3K é
responsavel pela fosforilagdo e ativagdo de AKT através da proteina PDK1 (KANEHISA; GOTO,
2000). Assim, AKT fosforila TSC2 diretamente e inibe as fun¢des do complexo TSC1/TSC2
(PRESNEAU et al., 2009), o que possibilita a ativagio de mTORCI1 por Rheb. Entretanto, a
atividade de AKT pode ser inibida por PTEN (PAEZ; SELLERS, 2004), impedindo Rheb de
ativar mTORCI1. Na figura 8 € mostrada a regulagdo de mTORCI pela via de PI3K/AKT, AMPK
e ULK.

Figura 8 — Inibicio de mTORCI1 por AMPK e o circuito positivo entre mTORC1 e ULK;
ativacdo da via de sinaliza¢do de PI3K/AKT/mTOR por INSULINA. TSC1 E TSC2
estdo representados por TSC_1_2. As linhas verde e vermelha representam ativagio
e inibi¢do, respectivamente.

mTORC1

=1

.M RH -EBL J
\ TSC-I_-1_2

P3K = AKT | pTEN

ULK

Fonte — A autora.

Seguindo com as func¢des de ULK1, outro Circuito positivo € formado pela intera¢io en-
tre ULK1 e AMBRAI1. ULK]1 ativa AMBRAI através de fosforilacdo, enquanto que AMBRA1
promove a ativagido de ULK1 por ubiquitinagdo através da proteina TRAF6 (RUSSELL ez al.,
2014). A seguir, ULK1 fosforila Beclin-1, levando a ativagdo da proteina VPS34 e a forma-
¢ao do fagéforo. Além de Beclin-1, a funcionalidade de VPS34 depende das proteinas VPS15,
Barkor e NRBF2, formando assim o complexo PI3K (KANEHISA; GOTO, 2000; CICCHINI
et al., 2015). Ainda, AMBRAI1 regula positivamente a atividade de Beclin-1 através de uma
ligacdo entre as proteinas (KANEHISA; GOTO, 2000; MARIA FIMIA et al., 2007), conforme
apresentado na figura 9.

O alongamento da membrana do fagéforo e a conclusdo do autofagossoma requerem

duas vias de conjugagdo do tipo ubiquitina que sdo constituidas por varias proteinas ATGs
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(KAUR; DEBNATH, 2015). Esses complexos de ATGs catalisam a formag¢do de LC3 conjugado
com fosfatidiletanolamina e direcionam sua incorporacdo na membrana do fagéforo, onde é
necessaria para a expansdo de membranas autofdgicas. Logo, o fechamento de um fagéforo
alongado marca a formagdo de um autofagossoma maduro, que funde-se com um lisossoma,
levando a degradagdo de cargas, reciclagem de nutrientes (CICCHINI ez al., 2015) e a conclusdo

do processo autofagico.

Figura 9 — Circuito positivo entre ULK e AMBRAL e a ativagdo da via autofdgica. Estresse
nutricional estd representado por ESTRESSE_N, comp_PI3K representa o complexo
PI3K e ATGs representa um complexo de proteinas do tipo ATG. As linhas verdes
representam ativacao.

l — LC3 —

ULK e cOMp_P13K —1—) ATGe —
T \ T \-) ATGS

TRAF6 €= AMBRA1

ry’

AUTOFAGIA

Fonte — A autora.

4.2 VIAS DE SINALIZACAO DE APOPTOSE

Existem diferentes vias de sinalizag¢do que regulam o processo apoptotico. Neste trabalho,
estamos considerando as duas vias basicas de apoptose: a via intrinseca e extrinseca. Reguladas
pelas caspases, essas vias sdo conectadas através de relagdes regulatérias que uma exerce na
outra.

A via extrinseca de apoptose ¢ ativada através da ligacdo de um ligante a um receptor
de morte e, posteriormente, a uma proteina adaptadora. Essas ligacdes sdo responsaveis por
transmitir sinais da superficie celular para a via de sinalizagdo intracelular (ELMORE, 2007),
levando a ativagdo da caspase-8. Assim, a caspase-8 pode iniciar o processo apoptético de
duas maneiras: através da clivagem e ativagdo direta das caspases 3 e 7, ou da ativac¢io da via
intrinseca através da clivagem da proteina Bid (MCILWAIN et al., 2013). Assim, a caspase-8
cliva a proteina Bid, resultando na forma truncada de Bid (tBid) (LI, Honglin ef al., 1998). tBid,
agora na mitocondria, induz a ativacdo da proteina pré-apoptética BAX, a qual integra-se a

membrana externa da mitocondria, induzindo diretamente a liberacao do citocromo ¢ (ESKES
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et al., 2000; WEIL M. C. er al., 2001). A ativag@o da caspase-8 e subsequente ativagdo da via

intrinseca podem ser vistas na figura 10.

Figura 10 — Ativagdo da caspase-8 e subsequente ativagdo da via intrinseca da apoptose. Es-
tresse no DNA esta representado por ESTRESSE_DNA. As caspases 3 e 7 estdo
representadas por CASP_3_7, tBid representa a forma truncada de Bid e cyt C
representa o citocromo C. As linhas verdes representam ativacao.

tBid =)  BAX

—) CASP8
CASP 3 7 €=yt C

|

APOPTOSE

Fonte — A autora.

As proteinas da famfilia Calpain precisam de quantidades de Calcio para serem ativas.
Um aumento na quantidade de Ca®* intracelular desencadeia uma cascata de reagdes quimicas
que levam 2 ativagio de Calpain (GIL-PARRADO et al., 2002; MOMENI, 2011). Ainda, Ca**
também leva a ativacdo de CaM KK 3, que fosforila e ativa AMPK (GREEN et al., 2011). Além
disso, a proteina autofagica ATGS passa por clivagem mediada por Calpain, resultando na forma
truncada de ATGS: ATGST. Esse produto clivado nao possui mais as fun¢des de ATGS na
formagdo dos autofagossomas. Pelo contrario, ATGST desloca-se do citosol para a mitocondria,
desencadeando a liberagdo do citocromo c e a ativagdo da caspase-3, consequentemente levando
a apoptose (YOUSEFI et al., 2006). A regulacdo e as func¢des regulatérias de Calpain estao
ilustradas na figura 11.

A proteina Beclin-1, que faz parte do complexo PI3K na via de autofagia, é clivada
diretamente pelas caspases 3, 7 e 8. Esse processo resulta no produto Beclin-1-C, que também
perde suas atividades autofdgicas e transloca-se para a mitocondria. Assim, Beclin-1-C induz a
liberag¢do do citocromo c, sensibilizando as células a apoptose (WIRAWAN et al., 2010). Esta
interacdo também estd ilustrada na figura 11.

Portanto, as caspases 3 e 7, que fazem parte das vias intrinseca e extrinseca, sdo clivadas
e ativadas pela caspase 8 e/ou pela liberacdo do citocromo ¢ (MCILWAIN et al., 2013), levando
a execugdo do processo apoptético pelo encolhimento celular, fragmentagdo nuclear, conden-
sacdo da cromatina, formagdo de corpos apoptéticos e, finalmente, a fagocitose desses corpos
apoptéticos (ELMORE, 2007).
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Figura 11 — Regulagdo e fun¢des regulatérias de Calpain e interagdo de Beclin-1 com as cas-
pases. Ca2 representa Ca** intracelular. As linhas verde e vermelha representam
ativacdo e inibicdo, respectivamente.

CALPAIN % ATG5_T

ATG5

tBid —  BAX ) cyt C
e | ] T

comp_PI3K
CASP_3_7

SN

CASP8 ——> Beclinl_C

!

APOPTOSE

Fonte — A autora.

4.3 COMPONENTES DO CROSS-TALK

A conexdo entre as vias de sinalizacdo de apoptose e autofagia € chamada de cross-talk.
Assim, o cross-talk entre apoptose e autofagia considera componentes que regulam ambas as
vias de sinalizac¢do. Neste trabalho, estamos considerando as proteinas Bcl-2 e Bel-X;.

Bcl-2 e Bel-X;, sdo proteinas antiapoptdticas que bloqueiam a liberacao do citocromo
¢ da mitocondria, impedindo a ativagcdo das caspases e o processo apoptético (YANG, J. er
al., 1997). Ainda, Bcl-2 e Bcl-X; parecem também inibir a atividade de BAX na mitocondria
(OLTVAL et al., 1993; GROSS et al., 1998), e Bcl-X; inibe a resposta a estimulos da caspase-
8 (SRINIVASAN et al., 1998). Além disso, Bcl-2 e Bel-X; regulam a via de sinalizagdo de
autofagia através da inibi¢ao de Beclin-1 por uma ligagdo entre as proteinas. Como Beclin-1
participa na via de autofagia como parte do complexo PI3K, que contribui na formagao dos
autofagossomas, ao inibir Beclin-1, Bcl-2 e Bel-X; também inibem a formacgdo desse complexo
(PATTINGRE et al., 2005; MAIURI et al., 2007). Logo, além de ter fun¢des antiapoptdticas,
essas proteinas também tém fun¢des antiautofigicas, regulando as duas vias de sinalizacao,
conforme mostra a figura 12. Uma maneira de inibir Bcl-2 e Bel-X; € a clivagem feita por
Calpain nos seus terminais N, o que reduz suas atividades de inibi¢do (GIL-PARRADO et al.,
2002).
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Figura 12 — Inibicdo das vias de autofagia e apoptose por Bcl-2 e Bel-X;. As linhas verde e

vermelha representam ativagdo e inibi¢ao, respectivamente.

CALPAIN

@ ®—| CASP8

comp_PI3K BAX === cytC

Fonte — A autora.

4.4 MIRNAS

O quadro 4 apresenta resumidamente os miRNAs que consideramos como inputs da

rede. Levamos em conta dois critérios para realizar a pesquisa bibliografica: miRNAs que

estdo subexpressos/superexpressos em linhagens de cincer de mama triplo negativo - especi-

almente a linhagem MDA-MB-231 -, e que regulam componentes das vias de sinalizacido de

apoptose/autofagia ou do cross-talk.

Quadro 4 — Regulacdo de miRNAs em células de cancer de mama triplo negativo (MDA-MB-

231).
miRNAs Regulacio Referéncia
miR-93-5p Superexpresso Nana Li et al. (2017)
miR-100-5p subexpresso Gebeshuber e J. Martinez (2013) e Qian Jiang ez al. (2016)
miR-106b-5p  superexpresso Nana Li ez al. (2016, 2017)
miR-124-3p subexpresso Yong-Jun Liang et al. (2013), Feng et al. (2016),
Yanbo Wang er al. (2016) e Yan et al. (2019)
miR-144-3p subexpresso Pan ez al. (2016)
miR-200c-3p subexpresso  Jing Lin ef al. (2013), Humphries ef al. (2014), Song et al. (2015),
Quanquan Sun et al. (2015) e Baiyao Wang et al. (2019)

Fonte — A autora.
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44.1 miR-93 e miR-106b

Os niveis de expressdo do miR-93 e do miR-106b sdo consideravelmente maiores em
células de cancer de mama triplo negativo do que em células de outros tipos de cincer de mama
(HU, J. et al., 2015; LI, N. et al., 2017). Ainda, a expressdo de PTEN, um gene supressor
de tumores, ¢ inversamente proporcional a expressdo desses miRNAs: miR-93 e miR-106b
medeiam a proliferacdo de células de cincer de mama triplo negativo através da inibigcao de
PTEN (LI, N. ef al., 2017). Em linhagens celulares de leucemia, o0 miR-93 liga-se a0 mRNA
de Beclin-1 para inibir sua traducio, consequentemente inibindo o complexo PI3K e podendo
levar a inibi¢do de autofagia (WU, X. et al., 2016). Além disso, miR-93 e miR-106b inibiram
a atividade autofdgica nas linhagens celulares de cincer de c6lon HCT116 e SW480 (LU et al.,
2014). A figura 13 mostra a interagdo do miR-106b e miR-93 com o complexo PI3K e PTEN.

Figura 13 — Regula¢des dos miR-93 e miR-106b. As linhas verde e vermelha representam
ativacdo e inibicdo, respectivamente.

O
[ /1

PTEN complexo-PI3K

Fonte — A autora.

As interagdes do miR-93-5p e do miR-106b-5p com PTEN e a interagdo do miR-93-
S5p com Beclin-1 também foram encontradas no TargetScan, onde é possivel ver a regido de

pareamento prevista entre os genes € os miRNAs.

442 miR-100

O miR-100 esta subexpresso nas células de cincer de mama triplo negativo MDA-MB-
231 e SUM149 (GONG et al., 2015; GEBESHUBER; MARTINEZ, J., 2013). Ainda, a su-
perexpressao de miR-100 leva a inibi¢do da proliferacdo em células SUM149 (GONG et al.,
2015). Em relagdo aos processos de autofagia e apoptose, a superexpressdo de miR-100 suprime
diretamente a expressdo de mTOR, promovendo a apoptose de células de carcinoma de esofago
(SUN, J. et al., 2013), a autofagia de células de carcinoma hepatocelular (GE er al., 2014) e a
autofagia e apoptose de células de osteosarcoma (YU, Z. et al., 2018). Ainda, o miR-100 reduziu
a expressdo de mTOR e Bcl-2 na linhagem celular de carcinoma escamoso de cabeca e pescogo
1386Ln (CHEN, Dan et al., 2013). Portanto, as interagdes definidas na rede regulatoria para o

miR-100 podem ser vistas na figura 14.
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Figura 14 — Regulacdes do miR-100. As linhas vermelhas representam inibigao.

mTORC1 @

Fonte — A autora.

A intera¢do do miR-100-5p com Bcl-2 também foi encontrada na Tarbase, onde € pos-
sivel verificar em quais linhagens essa interacdo ja foi testada. Ja a interagdo do miR-100-5p
com mTOR estd apresentada no TargetScan, onde € possivel ver a regido de pareamento prevista

entre o gene € o miRNA.

443 miR-124

O miR-124 esta subexpresso em 7 células de cancer de mama, incluindo as seguintes
linhagens de TNBC: MDA-MB-435S, MDA-MB-231, HSS578T e HCC1937 (FENG et al.,
2016). Além disso, a superexpressao do miR-124 inibe a proliferacao das células de cancer de
mama e induz a parada do ciclo celular (FENG et al., 2016, 2015). Ainda, o miR-124 diminui
os niveis da proteina Calpain na linhagem celular embrionaria de rim HEK293 (JEGGA et al.,

2011), conforme ilustra a figura 15.

Figura 15 — Inibi¢do de Calpain pelo miR-124. A linha vermelha representa inibicao.

l

CALPAIN

Fonte — A autora.

A interagdo entre o miR-124-3p e Calpain 1 também foi encontrada no TargetScan, onde

€ possivel ver a regido de pareamento prevista entre o gene € 0 miRNA.
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444 miR-144

O miR-144 est4 subexpresso na linhagem de células MDA-MB-231, em que a superex-
pressdo de miR-144 inibe a proliferagdo das células e aumenta a taxa de apoptose (PAN et al.,
2016). O miR-144 também desempenha funcdes parecidas em células de cancer de pulmdo, em
que inibe a prolifera¢do e induz apoptose através do aumento de atividade das caspases 3 e 7
(CHEN, Shanshan et al., 2015). Além disso, a proteina mTOR € um alvo direto do miR-144 em
células de cancer renal e células de cancer colorretal, em que os niveis das respectivas expressoes
estdo inversamente relacionadas (XIANG et al., 2016; IWAYA et al., 2012). Logo, as regulacdes

do miR-144 estdo representadas na figura 16.

Figura 16 — Regula¢des do miR-144. As linhas verde e vermelha representam ativagio e inibi-
c¢do, respectivamente.

Fonte — A autora.

445 miR-200c

A expressao do miR-200c é menor em células de cancer de mama triplo negativo do
que em outras linhagens de cincer de mama (SUN, Q. et al., 2015). Na linhagem MDA-MB-
231, em que a expressdo do miR-200c também € menor, a superexpressdo do miR-200c inibe
a proliferacao das células (SONG et al., 2015), e a expressdo ectdpica do miR-200c inibe a
autofagia induzida por radiacio, havendo uma relacio inversa entre as expressoes do miR-200c e
a proteina LC3 (SUN, Q. et al., 2015). Além disso, a superexpressdo do miR-200c esté associada
ao aumento da taxa de sobrevivéncia de pacientes com cincer de mama (KAWAGUCHI ez al.,
2017). Em linhagens celulares de cincer géstrico e cancer de pulmdo, nas quais o miR-200c
também estd subexpresso, o0 miR-200c reduz o nivel da proteina BCL-2 e sensibiliza as células
a apoptose (ZHU, W. et al., 2012), conforme mostra a figura 17.

A interagdo entre o miR-200c-3p e BCL-2 também foi encontrada no TargetScan e na

Tarbase.
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Figura 17 — Inibicdo de LC3 e BCL-2 pelo miR-200c. As linhas vermelhas representam inibi-

7 N
D

Fonte — A autora.

LC3
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5 MODELO BOOLEANO

Neste capitulo estdo apresentadas a descri¢do completa do modelo booleano e as andlises
de simulacdes do modelo. O modelo é composto pela rede regulatdria e regras 16gicas apresen-
tadas nas proximas se¢des. A constru¢do e simulagdo do modelo foram feitos no GINsim, que é
um software baseado no formalismo 16gico de Thomas para a modelagem de redes regulatorias,
e suporta a defini¢do, simulagdo e andlise de graficos regulatorios (NALDI ez al., 2009). A

versdo utilizada foi a 3.0.17, disponivel em ginsim.org.

5.1 REDE REGULATORIA DO CROSS-TALK ENTRE AUTOFAGIA E APOPTOSE EM
CELULAS DE TNBC

A rede regulatdria completa do modelo estd apresentada na figura 18. Os componentes
das vias de sinalizagdo estdo organizados da seguinte maneira: a via de sinalizac¢do de autofagia
¢ representada pelos nés da rede em verde claro; as vias de sinaliza¢do de apoptose - intrinseca
e extrinseca - estdo representadas pelas elipses rosas; os elementos do cross-talk estdo em azul;
a via de PI3K/AKT/mTOR esta representada pelos componentes em amarelo claro; os miRNAs

estdo representados pelas elipses laranjas.

Figura 18 — Rede regulatéria do cross-talk entre autofagia e apoptose em células de cancer de
mama triplo negativo. A cor verde representa a via de autofagia, rosa representa a
via de apoptose, azul representa os componentes do cross-talk, amarelo representa
a via de PI3K/AKT/mTOR e laranja representa os miRNAs. As linhas verdes e
vermelhas representam ativacdo e inibi¢do, respectivamente.
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A via de sinalizacdo de autofagia € ativada pela privacdo de nutrientes ou fatores de cres-
cimento, o que representamos como um input de estresse nutricional. No modelo, a conclusdo do
processo autofdgico acontece com a ativacao do output AUTOFAGIA. J4 a via de sinalizacdo de
PI3K/AKT/mTOR ¢ ativada pelos receptores tirosina quinase, o que no modelo representamos
pelo input INSULINA. Assim, o estdgio em que mTORCI esta ativado e leva ao crescimento
celular acontece com a ativagao do output CRESCIMENTO. Além disso, a via extrinseca de
apoptose € ativada pelo input que representa estresse no DNA, ESTRESSE_DNA, o que leva a
ativacdo da caspase-8. Calpain € ativada pela via de célcio, que representamos pelo input Ca2.
Logo, a execucdo do processo apoptético € dado pelo ativamento do output APOPTOSE. A

descricdo completa de todos os componentes da rede regulatdria estd apresentada no quadro 5.

Quadro 5 — Descri¢do dos componentes da rede regulatoria.

Componente Descricao Funcao

ESTRESSE N Estresse Nutricional Ativa a via de autofagia
ESTRESSE_DNA Estresse no DNA Ativa a via de apoptose
INSULINA Insulina (produto do gene INS)  Ativa a via de PI3K/AKT/mTOR
Ca2 Molécula de cdlcio citoplasmé- Ativa AMPK e a CALPAIN

tico (Ca**)

miR93 microRNA-93-5p Inibe a via de autofagia e PTEN

miR100 microRNA-100-5p Inibe a via de PI3K/AKT/mTOR e BCL_2
miR106b microRNA-106b-5p Inibe PTEN

miR124 microRNA-124-3p Inibe a via de apoptose

miR144 microRNA-144-3p Inibe a via de PI3K/AKT/mTOR e ativa a via

de apoptose

miR200c microRNA-200c-3p Inibe BCL_2 e a via de autofagia

PI3K Familia de proteinas PI3K Ativa AKT

AKT Familia de proteinas AKT Inibe TSC_1 2

PTEN proteina PTEN Inibe AKT

TSC_1_2 proteinas TSC1 e TSC2 Inibe RHEB

RHEB proteina RHEB Ativa mTORC1

AMPK complexo de proteinas AMPK Inibe mTORCI e ativa a via de autofagia

Continuagdo na préoxima pdgina
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Continuagdo da pdgina anterior

Componente Descricao Funcao

mTORCI proteinas mTOR, mLST8, Rap- Ativa o output CRESCIMENTO e inibe a via
tor, PRAS40 e Deptor de autofagia

TRAF6 proteina TRAF6 Ativa ULK

AMBRAL proteina AMBRA1 Ativa TRAF6

ULK proteinas ULK1, ULK?2, Ativa o comp_PI3K

ATG101 e FIP200

comp_PI3K proteinas  Beclin-1, VPS34, Ativa as ATGs e LC3
VPS15, Barkor e NRBF2

LC3 proteinas LC3A, LC3B e LC3C  Ativa o Output AUTOFAGIA
ATGs proteinas ATG3, ATG4, ATG7, Ativa o Output AUTOFAGIA

ATGI12 e ATG16
BCL_2 proteina Bcl-2 Inibe a via de autofagia e a via de apoptose
BCL_XL proteina Bcl-Xg Inibe a via de autofagia e a via de apoptose
Beclinl_C proteina Beclin-1 clivada Inibe a via de autofagia
ATG5_T proteina ATGS5 truncada Inibe a via de autofagia
CALPAIN familia de proteinas Calpain Ativa ATG5_T e BAX e inibe BCL-X,
tBid proteina Bid truncada Ativa BAX
BAX proteina BAX Ativa o cyt_C
cyt_C proteina citocromo C Ativa CASP_3 7
CASPS proteina Caspase-8 Ativa CASP_3_7, tBid e Beclinl_C
CASP_3_7 proteinas Caspase-3 e Caspase-7 Ativa Beclinl_C e o output APOPTOSE

CRESCIMENTO  Output que representa o cresci- Regulado pela via de PI3K/AKT/mTORC1

mento celular
AUTOFAGIA Output que representa autofagia  Regulado pela via de autofagia

APOPTOSE Output que representa apoptose  Regulado pela via de apoptose

Fonte — A autora.
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5.2 REGRAS LOGICAS

As regras légicas controlando cada componente do modelo estdo apresentadas no quadro
6 e sdo baseadas nos mecanismos de regulacdo descritos anteriormente. Nao sdo definidas
regras 16gicas para os inputs, visto que eles ndo sdo regulados por nenhuma varidvel. Para a
determinagdo de cada estado estdvel, a simula¢do obedecerd as regras de cada varidvel. Os
operadores l6gicos utilizados sdo AND (C&’), NOT (°!’) e OR (l).

5.3 CIRCUITOS FUNCIONAIS

A seguir, a figura 19 apresenta todos os circuitos funcionais do modelo. A andlise de
funcionalidade dos circuitos € feita pela GINsim. Como podemos observar, hd quatro circuitos

funcionais, sendo um negativo e trés positivos.

Figura 19 — Circuitos funcionais do modelo. O sinal de cada circuito € definido pela multiplica-
¢do dos sinais das interagOes que compdem o circuito. As linhas verdes e vermelhas
representam ativacdo e inibi¢do, respectivamente.
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Fonte — A autora
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Quadro 6 — Regras l6gicas do modelo. Os operadores 16gicos usados sdo &, | e !, que significam,
respectivamente, AND, OR e NOT.

54

Componente Regra Logica
PI3K INSULINA
AKT PI3K & !PTEN
PTEN !'miR106b & !miR93
TSC_1_2 AMPK & !'AKT
RHEB ITSC_1.2
AMPK Ca2 & !ULK
mTORC1 RHEB & !'miR144 & !miR100 & !AMPK & !ULK
TRAF6 AMBRA1
AMBRA1 ULK
ULK (ESTRESSE_N & !mTORC1) | (AMPK & !mTORCI1) | (TRAF6 & !mTORC1)
comp_PI3K (ULK | AMBRA1) & !miR93 & Beclinl_C & (!BCL_2 | !BCL_XL)
LC3 comp_PI3K & !miR200c
ATGs comp_PI3K
ATGS comp_PI3K & !ATG5_T
BCL_2 !miR200c & !miR100 & !CALPAIN
BCL_XL !CALPAIN
Beclinl_C CASP_3_7 | CASPS
ATGS5_T CALPAIN
CALPAIN Ca2 & !miR124
tBid CASP8 | CALPAIN
BAX tBid & !BCL_2 & !BCL_XL
cyt C (BAX | Beclinl_C |1 ATG5_T) & !'BCL_2 & !BCL_XL
CASPS8 ESTRESSE_DNA & !BCL_XL
CASP_3_7 CASP8 | cyt_C I miR144
CRESCIMENTO mTORC1
AUTOFAGIA LC3 & ATGS5 & ATGs
APOPTOSE CASP_3_7

Fonte — A autora.

ESTADOS ESTAVEIS

Um estado é chamado de ‘estado fixo estdvel’ quando o sistema tende a mover na
direcao do estado. Em uma simulagédo, partindo de um estado inicial, o sistema ird estabilizar

em um estado estdvel apds evoluir cada valor (0 ou 1) das varidveis do sistema de acordo
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com as regras lgicas estabelecidas e os valores dos inputs. Os estados estdveis e atratores que
um sistema apresenta sio chamados de comportamento dindmico do sistema. Assim, a figura
20 apresenta alguns dos estados estdveis do modelo para o caso do tipo selvagem, isto €, o
caso sem perturbagdes. No total, o modelo apresenta 1344 estados estdveis, sendo 768 estados
estdveis que levam a ativagdo do output APOPTOSE, 128 estados estdveis que ativam o output
CRESCIMENTO, 48 estados estaveis que levam a ativacdo do output AUTOFAGIA, e 400

estados estdveis que ndo ativam outputs.

Figura 20 — Estados estaveis para o caso do tipo selvagem. Cada linha representa um estado
estavel. Quadrados coloridos representam valor 1 da varidvel, e quadrados em cinza
claro representam valor 0. Foram mantidas as cores de cada via de sinalizagio da
rede regulatéria. A ultima coluna a direita apresenta as probabilidades de acessibili-
dade de cada estado estdvel.
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Fonte — A autora.

A figura 21 apresenta as probabilidades de acessibilidade dos estados estdveis. As pro-
babilidades sdo calculadas no GINsim pela simulac¢do adaptada do método Monte Carlo para
a identificagdo de atratores e o calculo aproximado da probabilidade de acessibilidade de cada
atrator. Assim, na figura 21, somamos as probabilidades de acessibilidade dos estados estdveis
que partilham o mesmo output. Cada um dos 1344 estados estdveis apresenta uma probabilidade
de acessibilidade. Como podemos observar, as probabilidades de acessibilidade dos estados
estdveis que ativam o output APOPTOSE siao bem maiores do que os outros estados. Esse

comportamento € esperado, visto que dos 10 inputs da rede, 3 ativam diretamente a via de
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apoptose - ESTRESSE_DNA, Ca2 e miR144 -, enquanto que 2 inputs inibem diretamente a via
de PI3K/AKT - miR100 e miR144 - e outros 2 inputs inibem diretamente a via de autofagia -
miR93 e miR200c.

Figura 21 — Soma das probabilidades de acessibilidade dos estados estaveis. APOPTOSE repre-
senta a soma das probabilidades de todos os estados estaveis que ativam o output
APOPTOSE; CRESCIMENTO representa a soma das probabilidades de todos os
estados estaveis que ativam o output CRESCIMENTO; AUTOFAGIA representa a
soma das probabilidades de todos os estados estdveis que ativam o output AUTOFA-
GIA; OUTROS representa a soma das probabilidades de todos os estados estaveis
que ndo ativam outputs.

PROBABILIDADES SOMADAS DOS ESTADOS ESTAVEIS

AUTOFAGIA CRESCIMENTO

OUTROS

APOPTOSE

Fonte — A autora.

5.5 ANALISE DE PERTURBACOES DOS MIRNAS

A seguir, analisamos o comportamento do modelo para diferentes tipos de perturbacdes
dos miRNAs. As perturbagdes consistem em fixar o nivel de uma variavel. Assim, o sistema
pode ser simulado levando em conta uma perturbacao, ou varias perturbacdes combinadas, e
apresentar diferentes outputs do caso sem perturbacdes. Nessa secdo, nos referimos a perda de
func¢do como 'nocaute’ (KO: knockout), e ao ganho de fungdo como ’atividade ectépica 1’ (E1:

ectopic activation).

5.5.1 Condi¢des normais em c€lulas de TNBC

Para a primeira andlise decidimos fazer a perturbacdo que espelha a expressdo dos miR-

NAs em células de TNBC em condi¢des normais. Assim, como apenas o miR93 e o miR106b
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estdo superexpressos em células de TNBC, enquanto que os miRNAs restantes estdo subexpres-
sos, fixamos o valor do miR93 e do miR106b em 1 e fizemos nocaute dos miRNASs restantes. A
figura 22 apresenta todos os 24 estados estdveis para esta perturbacdo. O modelo apresenta 8
estados estaveis que ativam o output CRESCIMENTO, 8 estados estaveis que ativam o output

APOPTOSE, e 8 estados estdveis que ndo ativam outputs.

Figura 22 — Estados estaveis para a atividade ectopica 1 do miR93 e do miR106b, e nocaute
dos miRNAs restantes. Quadrados coloridos representam valor 1 da varidvel, e qua-
drados em cinza claro representam valor 0. Foram mantidas as cores de cada via de
sinalizacdo da rede regulatéria. A dltima coluna a direita apresenta as probabilidades
de acessibilidade de cada estado estavel.
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Fonte — A autora.

Como o miR93 e o miR106b estdo sempre ativados, € esperado nao termos a ativagao
da via de autofagia, visto que o miR93 inibe o complexo PI3K. Além disso, ja foi verificado
experimentalmente que ambos os miRNAs inibem a atividade autofigica em linhagens celulares
de cancer de colon (LU ez al., 2014). Ainda, 0 miR93 e o miR106b levam a ativacdo do output
CRESCIMENTO através da inibi¢do de PTEN e consequente ativacdo de mTORCI1, o que
parece estar em acordo com os seguintes resultados ja observados experimentalmente, em que o
miR-93 promoveu a proliferagdo celular através da interagdo com PTEN em linhagens celulares
de cancer 6sseo e cancer de esdfago, nas quais também apresenta expressao relativamente alta
(KAWANO et al., 2015; LIU, M. X. et al., 2018). Além disso, em linhagens celulares de cancer
de cerebelo, nas quais o miR-106b estad superexpresso, este interage diretamente com PTEN, e a

diminui¢do da expressdo do miR-106b por LoF reduziu a proliferagdo das células (LI, K. K.-W.
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et al., 2015). Em linhagens celulares de carcinoma de laringe e carcinoma hepatocelular, nas
quais a expressdo do miR-106b € relativamente alta, a atividade ectopica do miR-106b também
promoveu a proliferacdo celular (CAI K. er al., 2011; SHEN et al., 2013).

No modelo, a ativagdo da via de apoptose ndo parece ser influenciada pela expressao
do miR93 e miR106b, apesar de 0 miR-106b promover a proliferagdo celular e inibir apoptose
em células de cancer de pulmdo (WEIL K. ef al., 2017). Nesse caso, os 8 estados estiveis
que apresentam a ativac¢io do output APOPTOSE sao influenciados pela atividade dos inputs
ESTRESSE DNA e Ca2. Ca2 ativa a via intrinseca de apoptose nos estados estdveis 10, 12, 16
e 18, e ambos os inputs ativam a via extrinseca e intrinseca nos estados estaveis §, 11, 19 e 22.
Como veremos nas proximas se¢des, a taxa de incidéncia de apoptose parece ser maior com o
nocaute do miR93 e miR106b do que com suas ativacdes.

A figura 23 apresenta as probabilidades somadas dos estados estdveis. Somamos as
probabilidades de acessibilidade, presentes na figura 22, dos estados estdveis que partilham o
mesmo output. Assim, apesar de o sistema apresentar § estados estaveis para apoptose, 8 para
crescimento e 8 estados estdveis sem a ativagdo de outputs, as probabilidades de acessibilidade
dos estados estaveis que ativam o output APOPTOSE sdo bem maiores do que as dos outros

estados.

Figura 23 — Soma das probabilidades de acessibilidade dos estados estaveis para a atividade
ectopica 1 do miR93 e do miR106b, e nocaute dos miRNAs restantes. APOPTOSE
representa a soma das probabilidades de todos os estados estdveis que ativam o out-
put APOPTOSE; CRESCIMENTO representa a soma das probabilidades de todos
os estados estaveis que ativam o output CRESCIMENTO; OUTROS representa a
soma das probabilidades de todos os estados estdveis que ndo ativam outputs.

PROBABILIDADES SOMADAS DOS ESTADOS ESTAVEIS
miR93 E1, miR100 KO, miR106b E1, miR124 KO, miR144 KO e miR200c KO
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OUTROS
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Fonte — A autora.



Capitulo 5. Modelo Booleano 58

5.5.2 Nocaute do miR93 e miR106b, atividade ectépica 1 dos miRNAs restantes

Para essa perturbacdo, fizemos o contrario da andlise anterior: nocaute do miR93 e
miR106b, que em condi¢des normais estdo superexpressos em células de TNBC, e a atividade
ectopica 1 dos miRNAs restantes, que em condi¢cdes normais estdo subexpressos em células de
TNBC. A figura 24 apresenta todos os 20 estados estdveis para essa perturbag¢do. Nesse caso,

todos estados estdveis levam a ativagio do output APOPTOSE.

Figura 24 — Estados estdveis para o nocaute do miR93 e do miR106b e atividade ectdpica 1 dos
miRNAs restantes. Quadrados coloridos representam valor 1 da varidvel, e quadra-
dos em cinza claro representam valor 0. Foram mantidas as cores de cada via de
sinalizacdo da rede regulatéria. A dltima coluna a direita apresenta as probabilidades
de acessibilidade de cada estado estavel.
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Fonte — A autora.

E esperado apenas a ativagio da via de apoptose pois 0 miR 144, que nesta perturbacio
sempre estd ativado, ativa diretamente a CASP_3_7, que por sua vez ativa Beclinl_C e impede
a ativag@o do complexo PI3K. Além disso, 0 miR100 e o miR144 inibem mTORC1, impedindo
a ativacio do output CRESCIMENTO. Ainda, o0 miR200c inibe LC3, também impedindo a
ativacdo do output AUTOFAGIA.

5.5.3 Nocaute de todos os miRNASs

Nesse caso, o nocaute de todos os miRNAs foi realizado, com o objetivo de ver como o

modelo se comporta. A figura 25 apresenta todos os 24 estados estaveis para esta perturbagdo.
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O modelo apresenta 8 estados estaveis que ativam o output CRESCIMENTO, 8 estados estaveis

que ativam o output APOPTOSE, e 8 estados estdveis que ndo ativam outputs.

Figura 25 — Estados estaveis para o nocaute de todos os miRNAs. Quadrados coloridos repre-
sentam valor 1 da varidvel, e quadrados em cinza claro representam valor 0. Foram
mantidas as cores de cada via de sinalizag¢do da rede regulatéria. A dltima coluna a
direita apresenta as probabilidades de acessibilidade de cada estado estavel.
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Fonte — A autora.

Como podemos observar, a ativagdo de BCL_2, BCL_XL ou Beclinl_C nos estados
estdveis inibe o comp_PI3K, impedindo a ativacdo do output AUTOFAGIA. Ainda, o nocaute
de miR100 e miR144 contribui para a ativagdo de mTORCI, levando a ativagdo do output
CRESCIMENTO em 8 estados estaveis.

A figura 26 apresenta as probabilidades somadas dos estados estdveis. Somamos as
probabilidades de acessibilidade, presentes na figura 25, dos estados estaveis que partilham o
mesmo oufput. Assim, as probabilidades de acessibilidade dos estados estaveis que ativam o
output APOPTOSE sao relativamente maiores que as dos outros estados apesar de o modelo

apresentar a mesma quantidade de estados estdveis para cada output.
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Figura 26 — Soma das probabilidades de acessibilidade dos estados estaveis para o nocaute de
todos os miRNAs. APOPTOSE representa a soma das probabilidades de todos os
estados estdveis que ativam o output APOPTOSE; CRESCIMENTO representa a
soma das probabilidades de todos os estados estdveis que ativam o output CRES-
CIMENTO; OUTROS representa a soma das probabilidades de todos os estados
estdaveis que ndo ativam outputs.
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Fonte — A autora.

5.5.4 Nocaute do miR93 e do miR106b

Para esta perturbagdo, decidimos analisar o nocaute apenas do miR93 e do miR106b. A
figura 27 apresenta alguns dos 336 estados estdveis que o modelo apresenta. Para esse caso, ha
192 estados estaveis que levam a ativacdo do output APOPTOSE, 32 estados estdveis que ativam
o output CRESCIMENTO, 24 estados estdveis que levam a ativagdo do output AUTOFAGIA, e
88 estados estdveis que ndo ativam outputs.

Podemos observar que esta € a primeira andlise de perturbagdo que ativa o output AUTO-
FAGIA. O que difere das andlises anteriores € que o nocaute do miR93 ajuda na possibilidade de
ativacdo do comp_PI3K e subsequente ativagdo da via de autofagia. Combinado a isso, o nivel

do miR200c ndo estd fixo em 1, o que possibilita a ativagdo de LC3.
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Figura 27 — Estados estdveis para o nocaute do miR93 e miR106b. Quadrados coloridos repre-
sentam valor 1 da varidvel, e quadrados em cinza claro representam valor 0. Foram
mantidas as cores de cada via de sinalizag¢do da rede regulatéria. A dltima coluna a
direita apresenta as probabilidades de acessibilidade de cada estado estavel.
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Fonte — A autora.

A figura 28 apresenta as probabilidades somadas dos estados estaveis. Como podemos

observar, as probabilidades de acessibilidade dos estados estaveis que ativam o output APOP-

TOSE mantém-se relativamente altas com o nocaute do miR93 e do miR106b. Além disso,

quando comparamos esta andlise com o primeiro caso, no qual tinhamos a atividade ectépica 1

do miR93 e do miR106b, podemos observar que a soma das probabilidades de acessibilidade

que levam a ativacdo do output CRESCIMENTO diminuiu para 5,1%, em compara¢do com 0s

19,3% do primeiro caso. Esse resultado € similar ao que foi discutido na subseg¢do 5.5.1, na qual

0 miR-93 e o miR-106b promovem a proliferacdo celular.
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Figura 28 — Soma das probabilidades de acessibilidade dos estados estdveis para o nocaute do
miR93 e miR106b. APOPTOSE representa a soma das probabilidades de todos os
estados estdveis que ativam o output APOPTOSE; CRESCIMENTO representa a
soma das probabilidades de todos os estados estaveis que ativam o output CRESCI-
MENTO; AUTOFAGIA representa a soma das probabilidades de todos os estados
estaveis que ativam o output AUTOFAGIA; OUTROS representa a soma das proba-
bilidades de todos os estados estdveis que ndo ativam outputs.
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Fonte — A autora.

5.5.5 Atividade ectdpica 1 do miR100

Comegamos essa andlise com uma perturbagdo individual do miR100. A figura 29 apre-
senta alguns dos 640 estados estaveis para a atividade ectépica 1 deste miRNA. Nesse caso, o
modelo apresenta 384 estados estdveis que levam a ativagdo do output APOPTOSE, 48 estados
estdveis que levam a ativagao do output AUTOFAGIA, e 208 estados estaveis que ndo ativam
outputs. Podemos notar que essa € a primeira analise que nao ativa o output CRESCIMENTO,
ja que o miR100 inibe mTORCI1. Ja foi verificado experimentalmente que a superexpressao
de miR100 leva a inibi¢do da prolifera¢do na linhagem celular de cancer de mama SUM149
(GONG et al., 2015) e que a superexpressao de miR100 suprime diretamente a expressio de
mTOR.

A figura 30 apresenta as probabilidades somadas de todos os estados estdveis. Em re-
lagdo a ativagdo dos outputs AUTOFAGIA e APOPTOSE, as probabilidades de acessibilidade
de apoptose continuam altas com a atividade ectdpica 1 do miR100. Ainda, essa perturbagao
apresenta um maior nimero de estados estidveis e maiores probabilidades de acessibilidade que
ativam o output AUTOFAGIA do que as perturbac¢des anteriores. Esse comportamento do mo-

delo para tal perturbacdo parece também concordar com os resultados de que a superexpressao
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Figura 29 — Estados estdveis para atividade ectdpica 1 do miR100. Quadrados coloridos repre-
sentam valor 1 da varidvel, e quadrados em cinza claro representam valor 0. Foram
mantidas as cores de cada via de sinalizag¢do da rede regulatéria. A dltima coluna a
direita apresenta as probabilidades de acessibilidade de cada estado estavel.
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Fonte — A autora.

do miR-100 reduziu a proliferagdo de células de cancer de prostata (YE ef al., 2020) e induziu a
morte autofagica de células de cancer de endométrio (CAL J. et al., 2017) através da interagdo
com mTOR.
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Figura 30 — Soma das probabilidades de acessibilidade dos estados estdveis para atividade ecto-
pica 1 do miR100. APOPTOSE representa a soma das probabilidades de todos os
estados estaveis que ativam o output APOPTOSE; AUTOFAGIA representa a soma
das probabilidades de todos os estados estdveis que ativam o output AUTOFAGIA;
OUTROS representa a soma das probabilidades de todos os estados estdveis que
ndo ativam outputs.
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Fonte — A autora.

5.5.6 Atividade ectdpica 1 do miR124

Seguindo com a andlise de perturbac¢des individuais, fixamos o nivel de ativagido do
miR124 em 1. A figura 31 apresenta alguns dos 672 estados estdveis para essa perturbagdo.
O modelo apresenta 320 estados estdveis que levam a ativagdo do output APOPTOSE, 64
estados estdveis que ativam o output CRESCIMENTO, 32 estados estdveis que ativam o output
AUTOFAGIA e 256 estados estdveis que ndo ativam outputs.

Podemos observar na figura 32 que, em relag@o ao caso do tipo selvagem, a ativagdo do
miR124 diminui as probabilidades de acessibilidade dos estados que ativam apoptose. Como
o miR124 inibe CALPAIN, esta ndo consegue impedir a ativagdo de BCL_XL e BCL_2, que
consequentemente inibem cyt_C e CASP8. Assim, CASP_3_7 s6 ¢ ativada pelo miR144. Ainda,
com a inibi¢do de CALPAIN, ATGS5_T ndo € ativada, o que possibilita a ativagdo da via de

autofagia.
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Figura 31 — Estados estaveis para a atividade ectépica 1 do miR124. Quadrados coloridos
representam valor 1 da varidvel, e quadrados em cinza claro representam valor 0.
Foram mantidas as cores de cada via de sinalizagdo da rede regulatéria. A dltima
coluna a direita apresenta as probabilidades de acessibilidade de cada estado estavel.
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Figura 32 — Soma das probabilidades de acessibilidade dos estados estaveis para a atividade
ectopica 1 do miR124. APOPTOSE representa a soma das probabilidades de todos
os estados estdveis que ativam o output APOPTOSE; CRESCIMENTO representa a
soma das probabilidades de todos os estados estaveis que ativam o output CRESCI-
MENTO; AUTOFAGIA representa a soma das probabilidades de todos os estados
estaveis que ativam o output AUTOFAGIA; OUTROS representa a soma das proba-
bilidades de todos os estados estdveis que ndo ativam outputs.
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Fonte — A autora.

5.5.7 Atividade ectdpica 1 do miR144

A figura 33 apresenta alguns estados estdveis para a atividade ectépica 1 do miR144.
Nesse caso, o modelo apresenta 640 estados estaveis, em que todos levam a ativagao do output
APOPTOSE. Como o miR144 esta sempre ativo, ele impede a ativagdo do output CRESCI-
MENTO através da inibi¢do de mTORC1. Ainda, o miR144 ativa CASP_3_7, que cliva Beclin-1
e impede a ativagdo da via de autofagia. A inibi¢do da via de PI3K/AKT/mTOR pelo miR144
no modelo estd em acordo com os dados de que a superexpressdo do miR144 em células do tipo
MDA-MB-231 inibe a proliferacdo e aumenta a taxa de apoptose das células(PAN et al., 2016).



Capitulo 5. Modelo Booleano 67

Figura 33 — Estados estdveis para atividade ectdpica 1 do miR144. Quadrados coloridos repre-
sentam valor 1 da varidvel, e quadrados em cinza claro representam valor 0. Foram
mantidas as cores de cada via de sinalizag¢do da rede regulatéria. A dltima coluna a
direita apresenta as probabilidades de acessibilidade de cada estado estavel.
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Fonte — A autora.

5.5.8 Atividade ectdpica 1 do miR200c

Nesse caso, fizemos a atividade ectépica 1 do miR200c. A figura 34 apresenta alguns
dos 672 estados estaveis para essa perturbacdo. Com isso, o modelo apresenta 384 estados
estdveis que levam a ativagao do output APOPTOSE, 64 estados estaveis que levam a ativagdo
do output CRESCIMENTO e 224 estados estaveis que ndo ativam outputs. As probabilidades
de acessibilidade somadas podem ser vistas na figura 35.

Como o miR200c inibe LC3, nenhum estado estdvel apresenta a ativa¢do do output AU-
TOFAGIA. Além disso, miR200c inibe BCL_2, o que contribui na ativagio da via de apoptose.
Esse resultado também parece estar em acordo com os dados experimentais de que o miR200c
reduziu o nivel da proteina Bcl-2 e aumentou o nivel de Bax e da Caspase-3, sensibilizando as
células de cancer de pulmdo a apoptose (ZHOU, G. et al., 2017). Ainda, em linhagens celulares
de cancer gastrico, a superexpressdo do miR-200c aumentou a apoptose induzida por cisplatina
das células (GHASABI et al., 2019).
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Figura 34 — Estados estdveis para atividade ectdpica 1 do miR200c. Quadrados coloridos repre-
sentam valor 1 da varidvel, e quadrados em cinza claro representam valor 0. Foram
mantidas as cores de cada via de sinalizag¢do da rede regulatéria. A dltima coluna a
direita apresenta as probabilidades de acessibilidade de cada estado estavel.
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Fonte — A autora.



Capitulo 5. Modelo Booleano 69

Figura 35 — Soma das probabilidades de acessibilidade dos estados estdveis para atividade ec-
tépica 1 do miR200c. APOPTOSE representa a soma das probabilidades de todos
os estados estaveis que ativam o output APOPTOSE; CRESCIMENTO representa
a soma das probabilidades de todos os estados estdveis que ativam o output CRES-
CIMENTO; OUTROS representa a soma das probabilidades de todos os estados
estdaveis que ndo ativam outputs.
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Fonte — A autora.

5.5.9 Atividade ectdpica 1 do miR100 e do miR124

Analisando as perturba¢des anteriores, os tinicos casos que apresentaram a ativacao da
via de autofagia, exceto o caso do tipo selvagem, foram: o nocaute do miR93 e do miR106b, a
atividade ectdpica 1 do miR100 e a atividade ectdpica 1 do miR124. Assim, decidimos fazer
perturbag¢des compostas desses casos, comecando com a atividade ectépica 1 do miR100 e do
miR124. A figura 36 apresenta alguns dos 320 estados estdveis para essa perturbacdo. O modelo
apresenta 160 estados estdveis que possuem a ativacdo do output APOPTOSE, 32 estados
estdveis que levam a ativagdo do outpur AUTOFAGIA e 128 estados estaveis que nao ativam
outputs.

Como o miR100 inibe mTORCI1, esta perturbacdo ndo apresenta a ativagdo do output
CRESCIMENTO, ja que experimentalmente, a superexpressao de miR100 leva a inibi¢ao da
proliferagdo (GONG er al., 2015) e suprime diretamente a expressdo de mTOR.
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Figura 36 — Estados estdveis para a atividade ectépica 1 do miR100 e do miR124. Quadrados
coloridos representam valor 1 da varidvel, e quadrados em cinza claro representam
valor 0. Foram mantidas as cores de cada via de sinalizacdo da rede regulatoria. A
ultima coluna a direita apresenta as probabilidades de acessibilidade de cada estado
estavel.
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Fonte — A autora.

Apesar do miR100 e do miR124 néo regularem diretamente a via de autofagia, podemos
ver na figura 36 que a soma das probabilidades de acessibilidade que ativam o output AUTO-
FAGIA ¢ maior nesse caso do que em todos casos anteriores. Ainda, a soma das probabilidades
de acessibilidade que ativam o output APOPTOSE também mantém-se alta neste caso. Esses
resultados parecem concordar em parte com os dados experimentais de que o miR-100 reduz
a proliferacio das células, o que foi discutido na subsecdo 5.5.5, e de que o miR-124 inibe a
proliferacdo de células de glioblastoma multiforme (SILBER er al., 2008) e células de cancer
gastrico (XIA et al., 2012).
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Figura 37 — Soma das probabilidades de acessibilidade dos estados estaveis para a atividade
ectépica 1 do miR100 e do miR124. APOPTOSE representa a soma das probabili-
dades de todos os estados estdveis que ativam o output APOPTOSE; AUTOFAGIA
representa a soma das probabilidades de todos os estados estdveis que ativam o
output AUTOFAGIA; OUTROS representa a soma das probabilidades de todos os
estados estaveis que ndo ativam outputs.

PROBABILIDADES SOMADAS DOS ESTADOS ESTAVEIS
miR100 E1 e miR124 E1

AUTOFAGIA

OUTROS

APOPTOSE

Fonte — A autora.

5.5.10 Nocaute do miR93 e do miR106b, atividade ectépica 1 do miR100 e do miR124

A seguir, além da atividade ectopica 1 do miR100 e do miR124, também fizemos o no-
caute do miR93 e do miR106b. A figura 38 apresenta alguns dos estados estdveis para esse caso.
Com essa perturbagdo, o modelo apresenta 80 estados estaveis, dos quais 40 levam a ativagao
do output APOPTOSE, 16 estados estaveis que levam a ativagdo do output AUTOFAGIA e 24

estados estdveis que ndo ativam outputs.
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Figura 38 — Estados estaveis para o nocaute dos miR93 e miR106b, e atividade ectépica 1 do
miR100 e do miR124. Quadrados coloridos representam valor 1 da varidvel, e qua-
drados em cinza claro representam valor 0. Foram mantidas as cores de cada via de
sinalizacdo da rede regulatéria. A dltima coluna a direita apresenta as probabilidades
de acessibilidade de cada estado estavel.
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Fonte — A autora.

Podemos ver na figura 39 a soma das probabilidades de acessibilidade para os outputs.
Além de termos a superexpressdao do miR100 e do miR124, que aumentam as probabilidades
de acessibilidade de autofagia, o nocaute do miR93 ajuda na possibilidade de ativagdo do
comp_PI3K e subsequente ativagdo da via autofadgica. Combinado a isso, o miR93 e o miR106b
sdo conhecidos por inibirem a atividade autofagica em linhagens celulares de cancer de c6lon
(LU et al., 2014). Logo, a soma das probabilidades de acessibilidade que ativam o output
AUTOFAGIA ¢ ainda maior para esta perturbacio do que nos casos anteriores, atingindo o valor
de 21,4%.
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Figura 39 — Soma das probabilidades de acessibilidade dos estados estdveis para o nocaute do
miR93 e do miR106b, e atividade ectdpica 1 do miR100 e do miR124. APOPTOSE
representa a soma das probabilidades de todos os estados estdveis que ativam o
output APOPTOSE; AUTOFAGIA representa a soma das probabilidades de todos
os estados estdveis que ativam o output AUTOFAGIA; OUTROS representa a soma
das probabilidades de todos os estados estdveis que ndo ativam outputs.

PROBABILIDADES SOMADAS DOS ESTADOS ESTAVEIS
miR93 KO, miR100 E1, miR106b KO e miR124 ET

AUTOFAGIA

OUTROS

APOPTOSE

Fonte — A autora.

5.5.11 Atividade ectépica 1 do miR100 e do miR124, nocaute dos miRNAs restantes

Seguindo com o mesmo padrido da perturbagdo anterior, além da atividade ectépica 1
do miR100 e do miR124, e nocaute do miR93 e¢ do miR106b, também fizemos o nocaute do
miR144 e do miR200c. A figura 40 apresenta alguns dos estados estdveis para essa perturbacio.
Nesse caso, 0 modelo apresenta o total de 20 estados estdveis, dos quais 16 levam a ativacdo do
output AUTOFAGIA, e 4 estados estdveis que ndo ativam outputs. Ou seja, dos estados estdveis
que apresentam a ativagdo de outputs, todos ativam a via de autofagia. Essa € a tinica perturbagdo
que leva o sistema a se comportar de tal maneira.

A soma das probabilidades de acessibilidade podem ser vistas na figura 41. Além da
superexpressdo do miR100 e do miR124, que aumentam as probabilidades de acessibilidade de
autofagia e impede a ativagdo do output CRESCIMENTO, e do nocaute do miR93, que ajuda
na possibilidade de ativagdo do comp_PI3K e subsequente ativagdo da via autofédgica, temos
o nocaute do miR144, que quando desativado ndo consegue regular as caspases 3 e 7. Ainda,
o nocaute do miR200c impede a inibi¢do de LC3. Combinado a isso, CALPAIN inibido pelo
miR124 ndo consegue regular e inibir BCL_XL, que inibe as vias intrinseca e extrinseca de

apoptose. Logo, essa perturbacio ativa somente a via de autofagia.
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Figura 40 — Estados estdveis para a atividade ectdpica 1 do miR100 e do miR124 e nocaute dos
miRNAs restantes. Quadrados coloridos representam valor 1 da varidvel, e quadra-
dos em cinza claro representam valor 0. Foram mantidas as cores de cada via de
sinalizacdo da rede regulatéria. A dltima coluna a direita apresenta as probabilidades
de acessibilidade de cada estado estavel.
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Fonte — A autora.

Figura41 — Soma das probabilidades de cada estado estavel para a atividade ectdpica 1 do
miR100 e do miR124 e nocaute dos miRNAs restantes. AUTOFAGIA representa a
soma das probabilidades de todos os estados estdveis que ativam o output AUTOFA-
GIA; OUTROS representa a soma das probabilidades de todos os estados estaveis
que ndo ativam outputs.

PROBABILIDADES SOMADAS DOS ESTADOS ESTAVEIS
miR93 KO, miR100 E1, miR106b KO, miR124 E1, miR144 KO e miR200c KO

OUTROS
13,3%

AUTOFAGIA
86,7%

Fonte — A autora.
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5.5.12 Nocaute dos inputs ESTRESSE_DNA, ESTRESSE_N, INSULINA e Ca2

A seguir, decidimos realizar perturbacdes sem nenhum estimulo de ativagdo das vias de
sinalizacdo exceto o estimulo dos miRNAs, de tal modo a verificar se apenas o nocaute ou ativi-
dade ectépica dos miRNA € suficiente para ativar os outputs da rede. Assim, a tabela da figura
42 apresenta combinacdes de perturbacdes dos miRNAs com os nocautes do ESTRESSE_N,
ESTRESSE_DNA, INSULINA e Ca2. Das somas das probabilidades dos estados estdveis que
ativam o output CRESCIMENTO, as maiores taxas de ativagdo deste output acontecem com o
nocaute do miR100, nocaute do miR144 e nocaute do miR200 e miR144. Dos resultados que
ativam o output APOPTOSE, apenas o nocaute ou atividade ectopica 1 do miR144 parecem apre-
sentar uma mudanca significativa na soma de probabilidades em relagcdo as outras perturbagoes.
Em relagdo a ativacdo da via de sinaliza¢do de autofagia, a combinac¢do da atividade ectopica
1 do miR100 com o nocaute do miR144 e do miR200c parece ser a perturbacao mais eficiente
em termos de quantidade de miRNA/soma de probabilidade de autofagia, visto que todas as
outras perturbacdes que atingem uma soma de probabilidades maior que 27% apresentam mais
de quatro combinacdes de miRNAs.

Deve-se observar que, apesar de o miR-124 inibir a via de apoptose, as duas perturbagdes
'miR124 E1” e "'miR124 KO’ ndo apresentam diferenca significativa na soma de probabilidades
de apoptose. Isso acontece pois Calpain nunca € ativada, visto que Ca2 estd sempre desligada.
Assim, o miR-124 ndo chega a inibir Calpain, que ja esta desligada, e entdo o nocaute ou ativi-
dade ectdpica do miR-124 ndo interfere na inibicdo da via de apoptose. Algo similar acontece na
pertubacdo 'miR100 E1, miR93 KO, miR106b KO e miR144 KO’. Neste caso, o miR100 esta
sempre ligado e inibe BCL_2, o que deveria influenciar a soma de probabilidades de apoptose.
Porém, como ndo h4 inibi¢do de BCL-X;, este sempre inibe a via de apoptose. Portanto, casos
como esses podem ser considerados como limites que o modelo apresenta.

Logo, os resultados da tabela da figura 42, assim como os resultados das perturba¢des das
secdes anteriores, servem para nos mostrar quais combinagdes de miRNAs sdo mais provaveis

de levarem a ativagao dos outputs do sistema.
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Figura 42 — Soma das probabilidades dos estados estdveis com perturbacdes dos miRNAs.
’Controle’ refere-se a perturbacdo apenas com o nocaute do ESTRESSE DNA,
ESTRESSE_N, INSULINA e Ca2. Todos os outros casos possuem essa perturbacdo

além das perturbagdes dos miRNAs.

Soma das Soma das Soma das
st prob abilida(.les probabilidades prob abil.idades
de Autofagia de Apoptose de Crescimento

Controle 3.2% 50,1% 12,7%

miR93 KO e miR106b KO 7.2% 49.0% 13,.2%
miR100 E1 7.2% 49.2% 0

miR100 KO 0 49.0% 25.8%

miR124 E1 3.4% 50,3% 12,9%

miR124 KO 3.3% 49.2% 12.8%
miR144 E1 0 100% 0

miR 144 KO 7.4% 0 24.8%

miR200c E1 0 50,0% 12,6%

miR200c KO 6.9% 49.9% 12,9%
miR100 E1 ¢ miR124 E1 7.0% 49.1% 0
miR100 E1, miR124E1 ¢ miR 144 KO 13.9% 0 0
miR100 E1 e miR144 KO 13.7% 0 0

miR200c KO ¢ miR144 KO 14.2% 0 25.7%
miR100 E1 e miR200c KO 13.9% 49.8% 0
miR 100 E1, miR144 KO e miR200¢ KO 27.8% 0 0
miR93 KO, miR106b KO ¢ miR144 KO 14.2% 0 0
miR100 El’r;n&il()%iEéomiR% KOe 14.1% 50.3% 0
miR100 E1, miR93 KO ¢ miR106b KO 13.6% 50,0% 0
meme e mexo. (I :
miR100 E1, miR93 KO, miR106b KO ¢ 28.0% 0 0

miR144 KO

miR100 E1, miR124E1, miR93 KO, 0 0
miR106b KO e miR144 KO, miR200c KO
miR100 E1, miR93 KO, miR106b KO, 0 0
miR144 KO e miR200¢c KO

Fonte — A autora.
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6 MODELO CONTINUO

A transformac¢do do modelo 16gico apresentado no capitulo anterior foi feita no CellNe-
tAnalyzer (CNA), que é um toolbox do MATLAB para explorar propriedades funcionais de redes
regulatorias (KLAMT; KAMP, 2011). As versdes utilizadas foram CNA 2020.2 (disponivel em
cna.html ) e MATLAB R2018b. Assim, importamos o modelo 16gico do GINsim para o CNA,
e dentro do CNA utilizamos o Odefy (KRUMSIEK et al., 2010) para fazer a transformagao
e simula¢do do modelo continuo. Isto resultou no modelo continuo composto pelo sistema de
EDOs apresentado abaixo. O modelo possui 37 equagdes, sendo uma equacgdo para cada varidvel.
Ha 159 parametros, sendo 37 tempos de vida, 61 parametros n e 61 parametros k. Por causa
da estrutura das equagdes para as varidveis do tipo input, os parametros de vida destes nao
aparecem nas equagdes, por isso visualizamos apenas 27 tempos de vida. Todos os parametros

podem ser vistos nos quadros 7 e 8. Assim, o sistema de EDOs do modelo € o seguinte:

d
~|ESTRESSE_N1=0 (18)
d
|ESTRESSE_DNA] =0 (19)
d
[INSULINA] =0 (20)
d
1Ca2] =0 Q1)
d_ .
[miR93] =0 (22)
d_ .
_[miR100] =0 (23)
d_ .
L [miR106b] =0 (24)
d_ .
~[miR1241=0 (25)

d
miR144] =0 (26)
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%[miRZOOc] =0 27)

dt T73

dlPI3K] 1 [INSULINA]"" "
{ <([INSULINA]H74 K (1 +k754)> -LP I3K]} (28)

d[AKT] _L [PI3K]"69 . neo ‘ _ [PTEN]"” . -
d _T68{ <([P13K]n69+k;89) (b )> (1 (IPTENT"1 +k73') (1+452)

—[AKT]} (29)

d[PTEN] 1 { (1_( [miR93]"1s )_(Hk,l%g)).(l_( [miR106b]"120

dt T [miR93]m1s + k118 [miR106b]"20 + k13"
(1+K0) ) -~ [PTEN]} (30)
diTsC_1.2] 1 [AMPK]™s ns )( _ [AKTye o )
dt T57{(([AMPK]"58+k;’gg) (1+45") ! (TAKT Y0 +kei°) (1+h')
—[TSC_I_Z]} (31)
d _ _[rsciays nssy |
dt[RHEB]—TM{(l ((T5C_121m 1) (1+K53 )) [RHEB]} (32)
d L[ icaye ) ) (1= gy (1469) )
[AMPK] {(([CaZ]"so+k"5°) (ki) ) - (! ([ULK1s2 +K23%) (1+k3)
—[AMPK]} (33)

d _ 1/ [miR100]" o\, [miR1441s n9)
g TORCL = 6{(1 ([miR1001™ +kg) <1+k8>) (1 ([miR 14415 +K;3) (1)

[ULK]™ iy ) [AMPK]"3 i3 >
( ([ULKT™ + K5 (1+k12)) (1 (AMPKT +15) (1+K5)
[RHEB]"'5 "
( [RHEB]"ls +an5) (1+k1})5))—[mTORC1]} Gd
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1 [AMBRA1]" ny |
_[TRAF6] - { ( (AMBRATT +15) (1+kgs )) [TRAF6]} (35)
d 1 [ULK]"ss ;
JiAMBRAT] =— { <([ULK]nss+kggﬁ) (1 +k6gs)> _[AMBRAI]} (36)

1 [ESTRESSE_N1"s " [mTORC1]"0
—[U K] = i (T+KY) ) - (1- .
717 | L\ ([ESTRESSE_N}"s +K;1¥) ([mTORC1]"0 +ky3")

e

MPK1™2 +K53?) [TRAF6]"24 +ky2*)
. [ESTRESSE_N]"s ;
1 24 1- (1 18
(14 ))} [( (IESTRESSE_N1"s + k") ( +k‘9))

[mMTORC1]"0 n [AMPK]"2 n
1= (1 20 . (1 22
( ([mTORCl]"ZO +k;%0) ( +k21 ) ) ( ([AMPK]"22 +k§§2) ( +k23 ) )
< [TRAF6]n24 ' (1 N k”24) ) :| |: ( [ESTRESSE_N]"]S
([TRAF6]™+ + ky2") » (IESTRESSE_N1s +k/)

. [mTORC1]"0 ) [AMPK]"™
(1+k1;8))< ( m ).(1+k2§0)).((

1—

[MTORC1]™0 + k,2° [AMPK1™2 + k%)
n [TRAF6]"+ n
. 22 . 24
(1+k23)) <1 (ITRAF6]™ +K,2) (1+ks )]
|___ |ESTRESSE_N1"s (1+K8) [MTORC1]™0
(IESTRESSE_N1"s + k) ) ~ (ImTORC1}0 +K52)
(k) ) (1o TAMPEY= ) (ITRAFGP
2 (IAMPK1™ +K,3) (ITRAF6]™4 +K52")

n [ESTRESSE_N]"8 ;
1+k52 (1 4+ K08
(ks ))} K([ESTRESSE NTs + K08 (1+k5s ))
[mTORCL]™ moY | . [AMPK]"2 ) ny
- (ImTORC1}™ +kyi’) vk )) (1_ (IAMPK]™2 +k,3?) (145

[TRAF6]"2+ 0 [ESTRESSE_N1"18
: — - (1+k2) ) |+ ][ 1- 7
([TRAF6]™4 +ky2) (IESTRESSE_N1"s +k}3*)

(LR [mTORC1]™ )( [AMPK]">
(1+k )) < (IMTORC1]™0 +K5°) (1+haf) (AMPK]™ +K,%%)

2) [TRAF6]"4 nos [ESTRESSE_N]"8
: 1+k23 7 ( +ky3 ) 7
([TRAF6]"4 + ky2) ([ESTRESSE_N1"13 +k/3)
0 [mTORC1]"20 0 [AMPK]"22
(14K 1- — (1+k) ) - —
(ImTORC1]™0 + k) (IAMPK]"2 + ky3?)
) [TRAF6]™4 0
. 1+k2§2 ) < [TRAF6]"24+kn24) : (1+k2§4)>:| _[ULK]} (37)
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1 iR10070 R nay
i[BCL_Z] =_{ (1_ ‘[ml 00] . (1 +kZ‘1‘°) ) . (1 ~ ‘[mt 00c] .
di T30 ([miR100]™0 + ki) (ImiR200c]"2 + k}32)

, [CALPAIN]"+
(1+k2) ) - (1- .
([CALPAINY" + k&

3 (1+k,%) ) —[BCL_Z]} (38)

1 ALPAINT™
iperxry=L ) (1o 1€ Al iy (1+k87) | ~[BCL_XL] (39)
dt Ta ([CALPAINY™ + Ky )
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i : [miR93]™ . 127 . [ULK]™ . 29 )
it {| (- Grsspmsigy 04 (o sy (49)
BCL 2 n3j ‘ n31 ‘ [BCL XL]n33 ‘ s )
(BCL211 +k33) S )) (1 ([BCL_XLY"s3 +k33) (1+&)
[AMBRA1]™ n3s . _ . n3y >]
- ([AMBRA1Y"s + K, (kg )) (1 ([Beclinl_Cl"7 +K53) (1+Ak53)

[I’l’llR93]n27 . nyy )( [ULK]"29 . - )
(-G vy 040 ) (g gy 045)

[BCL_2]™! " [BCL_XL)" .
L+k3") |- 1= (14K
(IBCL 2} +k33') (ks )) ( (IBCL_XL]"s +k33) (4 )>

[AMBRA1]"S

735y . n3;
. (IAMBRA1Ys + k3¢’ (ks )) (1 ([Beclin1 _C1"7 + k33" ) (1 )>]

[miR93]"27 ‘ ny )( [ULK]" . nao )
' ( (miRO3 )™ + kg ) (1+47) ([ULKT™ + K2 (+45)
[BCL_2]"1 " [BCL_XL]" .
1-— . 31 . (1 33
(IBCL 211 +13') ( +k32)) <([BCL_XL]n33+k§f) ( +k34))
[AMBRAL]" n [Beclinl_C]"37 .
1- 14+Kk3 1= (14K
(IAMBRA1]"s +K53°) (14 )) ( (IBeclinl_C1™7 +Ky3' ) (1445 )ﬂ

[miR93]"%27 n [ULK]"™® .
-(1 2y ). (1= 1 29
' ( mzR93 n27+kn27) ( +oas )) ( ([ULK]"29 +kn29) ( +ho ))

(-
(-
|
(
(-
|
(-
(-
|
El T o) (- T 1)
(-
(
(
|
(
(
|
(

[Beclinl _C]"7

[Beclinl_C]"37

iy (1+k§gs)).<1_ e 11k

(IAMBRA1]"s + k33 ) [Beclinl_C1%7 +kyy'

[WLlR93]n27 . [ULK]™ .
+ 1+7%7) - (1 +K™
[BCL_2]™! [BCL_XL]"

1- 1+kn31 1+,
(IBCL_21™1 +k33') 32)( [mmnmuﬂﬂ( 3”)
AMBRA1]"35 Beclinl_C]"s7
A]\[lBRAl ] sy kggS) ( int ce )'(1+k§§7))}
n3s 4
N ( [miR93]"7 ( [ULK]"

. na7 . _ . ny9
mzR93 " +kn27) s )> (1 ([ULK]"29 +k§(2)9) (1 o )>

[BCL 2] . )( ~ [BCL_XL]"33 . . )
(BCL 21+ () ) (IBCL_XLI"™ +K7) (1+5)

[AMBRA1]"5 nssy ) [Beclinl_C1™ -
[AMBRA1] n35+k"35) (1+k36 )) <1 ( ) (1+k38 )

[Beclml C17 + k53

[Beclinl_C1"37 + k33

[mtR93]n27 o . [ ULK]n29 ' - )
+ ( [miR93]"27 +kn27> (1 +k23 )> (([ULK]"29+k;%9) (1 +k30 )

[BCL 21" " [BCL_XL]'» )
e) ) (1 gy (+42) )

[BCL_2]"1 +k33')
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[AMBRA1]"35 n [Beclinl_C]"37 n
( n n3s '(1+k3%5)) ’ (1_ : n n3g '(1+k3§7)>}
[AMBRA1Ys +k32) ([Beclinl _CY™7 +Kyy' )
[miR93]"27 n [ULK]"» n
+ (1+k5E) ) - (1- (1+K5
K ([miR931™7 + K52 ) (1+h3 )) ( (IULK]™ +K52°) (1+Ks ))
[BCL_2]"1 n [BCL_XL]"33 0
1- (1+k3') ) - (1 +k3
< (IBCL_2]m1 +k33') (1+43 )> (([BCL XL]™3 + K37 (1+h ))
[AMBRA1]"3s " [Beclinl_C]™7 "
(e (40 ) (1 et s () )
[AMBRA11"s + k3 ) ([Beclinl_C1"s7 + k')
[miR93]"27 . [ULK]™ 0
+ 1+ K2 . (14K
{( (ImiR93]™7 + k33 ) (1+47) ) ( (IULK™ +k53) (1+48) )
[BCL_2]" n [BCL_XL]"33 n
<1 n n3| '(1+k3%])> ) ( n n33 '(1+k343t3))
(IBCL_2]"1 +k33") (IBCL_XL]"s +k33)
[AMBRA1]"3s n [Beclinl_C]"s7 0
( n nss : (1+k3gs)) : (1_ . n n37 ’ (1+k3§7>>
(IAMBRA1]"5 + k33 ) ([Beclin1 _C1"7 + k33’ )
- [comp_PBK]} (40)
d 1 [miR200c]™ 13 " [comp_PI3K]"115
—ILC3] = { (1 n "m ) (1 +k1%41l3)) ’ < n niis
dt Til2 ([miR200c]™13 +k{11) ([comp_PI3K]™1s +K/1¥)
«(1+k’1‘}165)>—[LC3]} (41)
d 1 PI3K]"10 n
4 1a7GS) = Lomp PIRITY 1, gy ) _[a7Gs) 42)
1 Tioo | \ ([comp_PI3K]mo +K/1))
d 1 [comp_PI3K]"05 " [ATG5_T]™"o7
a1 21104{<([c0mp PI3K 05 + K09 '(Hklé?)) | (1_ (IATG5_To +Kygy)
- 106 — 108
(1K) > -~ [ATGS]} (43)
1 CASP8]"s2 CASP_3_7]"s+ ,
—[Becllnl Cl= { ( [ ] nsz nsz ) ( [ ] YA (1 +k8§4) )
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Quadro 7 — Parametros de cada interagdo do modelo.

Parametros Interacao Parametros Interaciao

ny e k3 Ca2 em CALPAIN n77 e kg ESTRESSE_DNA em CASPS
ny e ks miR124 em CALPAIN n7g € ks BCL_XL em CASP8

ny e kg miR100 em mTORC1 ngy e kg3 CASP8 em Beclinl_C
ng e kg miR144 em mTORC1 ng4 € kgs CASP_3_7 em Beclinl_C
ni e k12 ULK em mTORC1 ng7y € kgg BCL_2 em cyt_C
niz e kg AMPK em mTORC1 ngg € koo BCL_XLem cyt_C
nis e ke RHEB em mTORC1 ng| € ko Beclinl_C em cyt_C
nig e ki ESTRESSE_N em ULK no3 € kog ATGS5_T emcyt_ C
nyo € koy mTORC1 em ULK nos € kog BAX em cyt_C

ny; e ko3 AMPK em ULK nog € kogg miR144 em CASP_3_7
no4 € ks TRAF6 em ULK nioo € k101 CASP8 em CASP_3_7
ny7 € kog miR93 em comp_PI3K nio2 € kio3 cyt_Cem CASP_3_17
ny9 € k3o ULK em comp_PI3K ny0s € k106 comp_PI3K em ATGS
n3i e k3 BCL_2 em comp_PI3K n1o7 € k1og ATGS5_T em ATGS
n3; e kiq BCL_XL em comp_PI3K nio € ki1 comp_PI3K em ATGS
n3s e kig AMBRA1 em comp_PI3K niz e kg miR200c em LC3

n37 e ksg Beclinl_C em comp_PI3K | nj5ekiie comp_PI3K em LC3
n40 € ka1 miR100 em BCL_2 niig € k19 miR93 em PTEN

ngo € ky3 miR200c em BCL_2 nio € k121 miR106b em PTEN
Naa € kys CALPAIN em BCL_2 nio3 e k4 CALPAIN em ATG5_T
ng7 € kag CALPAIN em BCL_XL ni26 € k127 BCL_2 em BAX

nso € ks Ca2 em AMPK nyag € ki BCL_XL em BAX

nso € ks3 ULK em AMPK n13o0 € k131 tBid em BAX

nss € kse TSC_1_2 em RHEB ni3z e kisg CALPAIN em tBid
nsg € ksg AMPK em TSC_1_2 ny35 e ki3 CASP8 em tBid

neo € kg1 AKT em TSC_1_2 nisg e ki3 CASP_3_7em APOPTOSE
ng3 € kea AMBRA1 em TRAF6 nig1 € kigp mTORC1 em CRESCIMENTO
ngg € kg7 ULK em AMBRA1 ny44 € kigs ATGS5 em AUTOFAGIA
neo € k7o PI3K em AKT ni46 € k1a7 ATGS em AUTOFAGIA
ni ek PTEN em AKT ni4g € k149 LC3 em AUTOFAGIA
ni4 € kys INSULINA em PI3K

Fonte — A autora.
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Quadro 8 — Tempos de vida das varidveis do modelo.

Tempo de Vida Variavel Tempo de Vida  Varidavel | Tempo de Vida Variavel
T1 CALPAIN Te2 TRAF6 T109 ATGS
T6 mTORC]1 Tes AMBRA1 T LC3
T17 ULK Tos AKT T PTEN
Tog comp_PI3K T73 PI3K Ti22 ATG5_T
T39 BCL_ 2 T76 CASP8 T125 BAX
a6 BCL XL Tg1 Beclinl_C T3 tBid
T49 AMPK Ts6 cyt_C T137 APOPTOSE
Ts54 RHEB To7 CASP_3_7 T140 CRESCIMENTO
Ts7 TSC_1_2 Ti04 ATGS Ti43 AUTOFAGIA

Fonte — A autora.

6.1 COMPARACAO DE ESTADOS ESTAVEIS COM O MODELO LOGICO

Primeiramente decidimos comparar simulac¢des entre os modelos 16gico e continuo para
checar a convergéncia de estabilidade dos modelos. Assim, as figuras 43, 44 e 45 apresentam os
resultados das simula¢des do modelo booleano e do modelo continuo, cada caso com um estado
inicial diferente. Nas simula¢des do modelo continuo, todas as varidveis utilizaram os mesmos
valores (padrao no CNA) para os parametros: n =3, T=1¢e k=0.5. A figura 43(a) apresenta
o resultado da simulagdo do modelo booleano com estado inicial em que todas as varidveis
tém valor zero. Como nenhum input estd ativado e nao ha dano no DNA, essa simulagdo leva
a ativacdo do output CRESCIMENTO. Como podemos observar na figura 43(b), o modelo
continuo também leva ao mesmo estado estavel, com a ativacdo das varidveis acontecendo no
mesmo intervalo de tempo do modelo booleano.

A figura 44(a) apresenta o resultado da simula¢do do modelo booleano com estado inicial
em que o miR100 e ESTRESSE_N estdo ligados, e todas as outras varidveis estdo desligadas.
Como o ESTRESSE_N ativa a via de autofagia e o miR100 inibe mTORCI1, essa simulacdo
leva a ativacdo do output AUTOFAGIA. Como podemos observar na figura 44(b), o modelo
continuo também leva a0 mesmo estado estavel, com a ativagdo das varidveis acontecendo no

mesmo intervalo de tempo do modelo booleano.
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Figura 43 — Resultado das simulagdes dos modelos booleano e continuo. No estado inicial
escolhido todas as varidveis tém valor zero. Cada linha horizontal representa a ativa-
cdo/desativacdo das varidveis. [u.a.] refere-se a unidades arbitrarias. (a) Simulagdo
do modelo booleano. (b) Simula¢do do modelo continuo.
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Fonte — A autora.

Figura 44 — Resultado das simulagdes dos modelos booleano e continuo. No estado inicial
escolhido o miR100 e ESTRESSE_N estdo ligados, e as outras varidveis estao des-
ligadas. Cada linha horizontal representa a ativagao/desativacao das varidveis. [u.a.]
refere-se a unidades arbitrérias. (a) Simulacao do modelo booleano. (b) Simulacdo

do modelo continuo.
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Fonte — A autora.
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A figura 45(a) apresenta o resultado da simulacdo do modelo booleano com estado
inicial em que os inputs ESTRESSE_N, ESTRESSE_DNA, INSULINA e Ca2 estdo ligados,
e todas as outras varidveis estdo desligadas. Com a ativacio da via intrinseca e extrinseca de
apoptose, essa simulacdo leva a ativacdo do output APOPTOSE. Como podemos observar na
figura 45(b), o modelo continuo também leva ao mesmo estado estdvel, com a ativacdo das
varidveis acontecendo no mesmo intervalo de tempo do modelo booleano. Podemos perceber
nessa figura que o modelo continuo permite pequenas mudangas na concentracdo das varidveis,
0 que o modelo booleano nao permite. Como exemplo, podemos observar BCL_2 e BCL_XL,

que apresentam valores de concentracdo entre 0 e 0.4, e a concentracao de LC3, que muda entre
0e0.3.

Figura 45 — Resultado das simula¢des dos modelos booleano e continuo. No estado inicial esco-
lhido os inputs ESTRESSE_N, ESTRESSE_DNA, INSULINA e Ca2 estdo ligados,
e todas as outras variaveis estio desligadas. Cada linha horizontal representa a ativa-
cado/desativacdo das varidveis. [u.a.] refere-se a unidades arbitrérias. (a) Simulagdo
do modelo booleano. (b) Simula¢do do modelo continuo.
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Fonte — A autora.

Ainda utilizando o estado inicial da figura 45, decidimos analisar que tipo de mudanga
no comportamento das concentra¢des das varidveis resulta da alteracao do valor de apenas um
parametro k. Assim, a figura 46 apresenta o resultado das simula¢gdes com diferentes valores de
ks3, que € o parametro da interacdo de ULK em AMPK. Quanto menor o ks3, mais rdpida € a
inibicdo de AMPK por ULK. Assim, para ks3 = 0.1, as concentracoes de AMPK e TSC_1_2,
que € ativado por AMPK, sao as mais baixas, enquanto que a concentracio de mTORCI1 € a

mais alta. Para ks3 = 0.8, o oposto ocorre, € o aumento da concentracio de RHEB apresenta



Capitulo 6. Modelo Continuo 90

uma variagdo um pouco diferente dos casos anteriores. No geral, o comportamento dindmico do

sistema € 0 mesmo nos trés casos.

Figura 46 — Comparagao de diferentes parametros do em relagdo ao comportamento geral do
sistema. Todos os outros pardmetros utilizados, exceto o ks3, sdo os seguintes: n =3,

T=1ek=0.5.
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Fonte — A autora.

6.2 ANALISE DE PARAMETROS DO CROSS-TALK

A seguir, realizamos a andlise do comportamento do sistema em relacdo a diferentes
valores de pardmetros do cross-talk: a inibicdo de BAX por BCL_2 e BCL_XL, que envolve os
parametros k1,7 € kq29, respectivamente; a inibi¢do do cyt_C por BCL_2 e BCL_XL, que envolve
os parametros kgg € kog, respectivamente; a inibigdo de CASP8 por BCL_XL, que envolve o para-

metro kgy. Ainda estamos utilizando o mesmo estado inicial da figura 45: inputs ESTRESSE_N,

ESTRESSE_DNA, INSULINA e Ca2 ligados, e todas as outras varidveis desligadas. Assim,
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a figura 47 apresenta o resultado da simulac@o na qual os parametros kg, kgg, koo, k127 € k129
foram igualados a 0.1. A figura 48 apresenta o resultado em que esses mesmos paradmetros foram

igualados a 0.3, e a figura 49 apresenta o caso em que esses parametros foram igualados a 0.8.
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o
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o
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Figura 47 — Resultado da simulagdo com kg, kss, koo, k127 € k129 iguais a 0.1. [u.a.] refere-se a
unidades arbitrarias. Na visualiza¢do do grafico foram consideradas todas as varia-
veis que apresentam mudanca em suas concentragdes. Varidveis com concentragoes
fixas, como os inputs, ndo estdo representadas no grafico.
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Figura 48 — Resultado da simulagdo com kg, kss, koo, k127 € k129 iguais a 0.3. [u.a.] refere-se a
unidades arbitrarias. Na visualiza¢do do grafico foram consideradas todas as varia-
veis que apresentam mudanca em suas concentragdes. Varidveis com concentragoes

fixas, como os inputs, ndo estdo representadas no grafico.
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Fonte — A autora.

Figura 49 — Resultado da simulagdo com kg, kss, koo, k127 € k129 1guais a 0.8. [u.a.] refere-se a
unidades arbitrarias. Na visualizacdo do grafico foram consideradas todas as varia-
veis que apresentam mudanca em suas concentragdes. Varidveis com concentragdes

fixas, como os inputs, ndo estdo representadas no grafico.
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Fonte — A autora.
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Além disso, a figura 50 mostra de forma mais detalhada os casos anteriores, com foco
nas varidveis diretamente influenciadas por BCL_2 e BCL_XL, e os respectivos outputs de
suas vias de sinalizacdo. Como podemos observar, as concentra¢des de BAX, cyt_C e CASPS8
demoram mais para aumentar quando os parametros sao iguais a 0.1 do que nos casos seguintes,
visto que as reacdes de inibigdo por BCL_2 e BCL_XL acontecem mais rdpido. Logo, uma
mudanca no output APOPTOSE acontece mais tarde do que nos outros casos. Curiosamente,
no mesmo caso observa-se um padrdo de comportamento inverso para as concentragdes de
LC3, comp_PI3K e do output AUTOFAGIA, apesar de BCL_2 e BCL_XL também inibirem o
comp_PI3K e de ndo termos mudado os pardmetros da interacdo do comp_PI3K com BCL_2 e
BCL_XL. Assim, isto deve estar relacionado a inibicao do comp_PI3K por Beclin1-C. Quando
BCL_2 e BCL_XL inibem mais rdpido BAX, cyt_C e CASPS, consequentemente a ativacao
de Beclinl_C € atrasada, o que impede Beclinl_C de inibir o comp_PI3K. Do mesmo modo,
quanto mais demorar para BCL_2 e BCL_XL inibirem BAX, cyt_C e CASPS8, menor serd a
concentracdo do comp_PI3K e consequentemente de LC3 e do output AUTOFAGIA.

Nos trés casos, o comportamento dinamico geral do sistema parece ser 0 mesmo, exceto
para a concentracdo de CASP8 que apresenta uma mudanca de padrao de comportamento mais
sutil quando comparados os casos em que k=0.1 e £k =0.8.

Conclui-se que, no geral, a comparacao de alguns resultados de estados estaveis do mo-
delo continuo com os resultados do modelo booleano foi feita com o objetivo de ilustrar o que
ja foi provado por Wittmann e colaboradores: a transformagao com fung¢des do tipo HillCube
normalizado preserva os estados estdveis do modelo booleano. Portanto, realizamos a transfor-
macdo do modelo pois o formalismo 16gico é uma abordagem mais simplificada da realidade
bioldgica, e a transformagao do modelo booleano para um método quantitativo complementa as
informagdes do sistema que o modelo fornece - como a presenca de concentragdes continuas
das varidveis ou escalas de tempo realisticas -, 0 que se aproxima mais da realidade de sistemas
bioldgicos. Logo, pode-se analisar experimentalmente a atividade de concentra¢ao de alguma
proteina da rede quando induzida a alguma perturbagdo, teremos o modelo continuo para a

previsdo deste comportamento, projetando e otimizando possiveis experimentos.
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Capitulo 6. Modelo Continuo

Figura 50 — Comparagdo de diferentes parametros do cross-falk em relagdo ao comportamento
geral do sistema. Todos os outros parametros utilizados, exceto kgo, ksg, koo, k127 €

k129, s30 0s seguintes: n=3, T=1e k=0.5.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho estudamos o comportamento de um sistema formado pelo cross-talk
entre autofagia e apoptose em células de TNBC e qual a influéncia que diferentes miRNAs
desempenham nestes processos. Nosso modelo permitiu a andlise do nocaute ou ativacao fixa da
expressdao dos miRNAs da rede, e com os resultados das simula¢des do modelo, conseguimos
analisar quais perturbacdes de miRNAs sdo mais provdveis de induzir os processos de autofagia
e apoptose, ou o crescimento celular. Ainda, a transformac¢do do modelo booleano para um
método quantitativo complementa os resultados do modelo, permitindo a andlise da atividade de
concentracdo das proteinas da rede. Os resultados da tabela da figura 42 nos mostram que, em
condig¢des especificas, a combinacdo da atividade ectépica 1 do miR-100 com o nocaute do miR-
144 e do miR-200c parece ser a perturbacao mais eficiente para induzir autofagia, enquanto que
a superexpressao do miR-144 segue sendo o estimulo mais importante para induzir apoptose.

Deve-se observar que a construcao desse tipo de modelo matemaético considera simpli-
ficacdes da realidade bioldgica, como no caso das intera¢cdes moleculares. Sendo assim, um
sistema desse tipo certamente apresenta limitagdes, como foi discutido na andlise de pertur-
bacdes no capitulo 5. Porém, esperamos que os resultados do modelo sirvam como previsdes
robustas para possiveis experimentos futuros, com o objetivo de detectar os miRNAs que podem

ser alvos em potencial para abordagens terapéuticas em cancer de mama triplo negativo.

7.1 PERSPECTIVAS FUTURAS

Os resultados apresentados neste trabalho abrem outras perspectivas para estudos futuros.
Além de um aperfeicoamento do modelo, pretendemos verificar experimentalmente algumas
perturbacdes de miRNAs, usando condicdes experimentais que assemelham-se aos casos do
modelo. Com os dados das perturbacdes dos miRNAs com a maior soma de probabilidades de
autofagia e apoptose, utilizaremos mimicos e anti-miRNAs para induzir esses processos na li-
nhagem celular MDA-MB-231. Através de técnicas como Western Blot e RT-qPCR, pretende-se
avaliar a expressao de algumas proteinas das vias de sinalizagdo quando influenciadas pelo no-
caute ou superexpressdo dos miRNAs, e comparar as taxas de incidéncia de apoptose e atividade
autofagica do grupo de células com os resultados obtidos neste trabalho. Assim, pretendemos

conseguir a validacdo do modelo.
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