
UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA

CENTRO DE CIÊNCIAS FÍSICAS E MATEMÁTICAS

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM FÍSICA

Maria Vitória Cavalheiro Issler

Modelo da influência de miRNAs nas vias de autofagia e apoptose em câncer de mama

triplo negativo

Florianópolis

2021



Maria Vitória Cavalheiro Issler

Modelo da influência de miRNAs nas vias de autofagia e apoptose em câncer de mama

triplo negativo

Dissertação submetida ao Programa de Pós-Graduação
em Física da Universidade Federal de Santa Catarina para a ob-
tenção do título de mestre em Física.
Orientador: Prof. Dr. André Avelino Pasa
Coorientadora: Profa. Dra. Tânia Beatriz Creczynski-Pasa

Florianópolis

2021



Ficha de identificação da obra elaborada pelo autor,
 através do Programa de Geração Automática da Biblioteca Universitária da UFSC.

Issler, Maria Vitória Cavalheiro
   Modelo da influência de miRNAs nas vias de autofagia e
apoptose em câncer de mama triplo negativo / Maria Vitória
Cavalheiro Issler ; orientador, André Avelino Pasa,
coorientadora, Tânia Beatriz  Creczynski-Pasa, 2021.
   110 p.

   Dissertação (mestrado) - Universidade Federal de Santa
Catarina, Centro de Ciências Físicas e Matemáticas,
Programa de Pós-Graduação em Física, Florianópolis, 2021.

   Inclui referências. 

   1. Física. 2. Câncer de mama triplo negativo. 3.
Autofagia e Apoptose. 4. miRNAs. 5. Modelagem . I. Pasa,
André Avelino. II. Creczynski-Pasa, Tânia Beatriz . III.
Universidade Federal de Santa Catarina. Programa de Pós
Graduação em Física. IV. Título.



Maria Vitória Cavalheiro Issler

Modelo da influência de miRNAs nas vias de autofagia e apoptose em câncer de mama

triplo negativo

O presente trabalho em nível de mestrado foi avaliado e aprovado por banca examinadora

composta pelos seguintes membros:

Prof. Dr. Ney Lemke

Universidade Estadual Paulista

Profa. Dra. Evelyn Winter da Silva

Universidade Federal de Santa Catarina

Dra. Júlia Cisilotto

Universidade Federal de Santa Catarina

Certificamos que esta é a versão original e final do trabalho de conclusão que foi julgado

adequado para obtenção do título de mestre em Física.

Prof. Dr. Ivan Helmuth Bechtold

Coordenação do Programa de Pós-Graduação

Prof. Dr. André Avelino Pasa

Orientador

Profa. Dra. Tânia Beatriz Creczynski-Pasa
Coorientadora

Florianópolis, 2021.



Este trabalho é dedicado aos meus pais.



AGRADECIMENTOS

Gostaria de agradecer à minha família, por todo apoio e esforço que depositaram em

mim durante todos esses anos. Minha querida mãe, sem você eu não teria chegado até aqui.

Aos professores André Avelino Pasa e Tânia Creczynski-Pasa, que me receberam em

seus grupos de pesquisa, meu muito obrigada pela orientação, pelas oportunidades e ensinamen-

tos nesses dois anos.

Ao Willian, que se tornou meu porto seguro nesses últimos quatro anos, pelo companhei-

rismo e apoio incansável sempre que precisei.

À Ketlien, que consegue me fazer sorrir mesmo nos piores dias. Tu és a melhor amiga

que uma pessoa poderia ter.

Aos meus colegas do LFFS, pelas experiências partilhadas e convivência.

Por fim, meu agradecimento à UFSC, ao PPGFSC e ao CNPQ, pela possibilidade da

realização deste trabalho.



RESUMO

O câncer de mama é o câncer mais frequentemente diagnosticado e com a maior taxa de morta-
lidade em mulheres. O câncer de mama triplo negativo (TNBC) é um tipo altamente agressivo
de câncer de mama que está associado a piores prognósticos. O começo de doenças desse tipo
acontece em nível celular, quando células tumorais proliferam-se incontrolavelmente, destruindo
tecidos do corpo e possivelmente espalhando-se para outras regiões. Erros no sistema de reparo
das células podem induzir o desenvolvimento de células cancerosas. Caso o dano no DNA seja
muito extenso, não sendo possível a progressão 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 é um processo de morte celular programada que usu-
almente ocorre durante o desenvolvimento, envelhecimento e principalmente como mecanismo
de defesa. Em contraste, a autofagia é um processo de autodigestão em que os componentes
celulares são degradados de forma a fornecer energia para a célula. Um dos muitos reguladores
de apoptose e autofagia são os MicroRNAs (miRNAs), que regulam ambos os processos através
da alteração do nível de expressão de proteínas envolvidas nas respectivas vias de sinalização.
O cross-talk entre autofagia e apoptose é a interação 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 influência que diferentes miRNAs desempenham nesses processos. Com esse
propósito, propomos a utilização do formalismo lógico e do formalismo baseado em equações
diferenciais ordinárias (EDO) para estudar o comportamento dinâmico deste tipo de sistema.
Assim, desenvolvemos um modelo que considera a influência de miRNAs nos processos de auto-
fagia e apoptose em células de TNBC, utilizando aqueles que estão subexpressos/superexpressos
em células de TNBC como inputs. Através das simulações do modelo, foram realizadas análise
de estabilidade e perturbações de componentes da rede, verificando como o nocaute ou ativação
fixa de determinado miRNA influencia nos processos apoptótico e autofágico. Analisamos que,
em determinados casos, a combinação da atividade ectópica 1 do miR-100 com os nocautes do
miR-144 e miR-200c parece ser a perturbação mais eficiente para induzir autofagia, enquanto
que a superexpressão do miR-144 continua sendo o estímulo mais importante para induzir apop-
tose. Com esses resultados, foi possível analisar quais miRNAs com expressão alterada em
TNBC são mais prováveis de serem alvos em potencial para abordagens terapêuticas em câncer
de mama triplo negativo.

Palavras-chave: Câncer 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 INTRODUÇÃO

Mundialmente, o câncer de mama é o tipo de câncer mais frequentemente diagnosticado

em mulheres e com a maior taxa de mortalidade entre os diversos tipos de câncer. Mais de

2 milhões de novos casos de câncer de mama são diagnosticados anualmente, e mais de 600

mil mulheres morrem de câncer de mama a cada ano (BRAY et al., 2018). No Brasil, são

diagnosticados mais de 60 mil casos e mais de 18 mil mortes anualmente, sendo o câncer com a

maior taxa de incidência e letalidade (INCA, 2020). O câncer de mama triplo negativo (TNBC)

é um tipo altamente agressivo de câncer de mama que está normalmente associado com maior

proliferação e invasão celular, metástase e piores prognósticos (FOULKES et al., 2010).

O começo de doenças desse tipo acontece em nível celular, quando células tumorais

proliferam-se incontrolavelmente, destruindo tecidos do corpo e possivelmente espalhando-se

para outras regiões. Durante o ciclo celular, as células são constantemente atacadas por agentes

genotóxicos, os quais podem causar lesões que levam a modificações na estrutura do DNA. Essa

grande variedade de lesões é detectada pelo sistema de reparo da célula. Erros neste sistema

levam à proliferação de células com mutações, 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, é mediada através dos checkpoints do ciclo celular, nos

quais as células analisam se é possível continuar a divisão celular, são os chamados mecanismos

de reparo do DNA. Caso o dano no DNA seja muito extenso, não sendo possível a progressão 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 sinalização1 como a da apoptose, autofagia, necrose, entre outras. Esses mecanismos servem

como barreiras naturais que restringem as células mutadas de sobrevivência e disseminação (SU

et al., 2015).

A autofagia é um processo intracelular no qual macromoléculas são degradadas em par-

tes menores de forma a fornecer energia para a célula, com o objetivo de protegê-la contra

estresses relacionados à inanição. Esse processo é regulado pela via de sinalização de autofagia,

composta pelas quinases ULK e VPS34 e seus reguladores, além de várias outras proteínas que

interagem para regular cada estágio do processo. Já a apoptose é um processo de morte celular

programada que ocorre normalmente durante a vida humana e funciona como um mecanismo

de defesa quando células são danificadas, sendo um importante processo de supressão de tu-

mores. Além disso, existe uma conexão entre as vias de sinalização de autofagia e apoptose

por componentes que regulam os dois processos. Essa relação é chamada de cross-talk entre

autofagia e apoptose. Ainda, importantes reguladores dos processos de apoptose e autofagia

são os microRNAs. Frequentemente chamados de miRNAs, interagem com o mRNA específico

1 Sinalização celular é um processo de comunicação entre as células e que controla as atividades celulares.
Uma via de sinalização é definida por vários componentes que interagem através de reações químicas com
a participação frequente de diferentes tipos de enzimas para controlar um determinado processo celular (eg.
divisão celular).
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de genes para alterar a expressão de proteínas e possuem funções regulatórias em inúmeros

processos celulares.

É complexo entender as interações entre as diversas moléculas que fazem parte de um

processo biológico, visto que mesmo um processo simples envolve muitos componentes que

não apresentam um comportamento linear e não interagem de forma isolada. Uma possibilidade

utilizada é a modelagem matemática, que consiste em modelos formados por uma rede de com-

ponentes interagentes que obedecem a fórmulas matemáticas, ajudam a entender a estrutura de

um sistema: seja uma célula, um tecido ou um organismo, e prever o comportamento dinâmico

do respectivo sistema. Essas redes que apresentam relações de interações entre seus componen-

tes são definidas como redes regulatórias. Os modelos matemáticos de redes genéticas permitem

simulações numéricas que mostram o comportamento dinâmico de um sistema, podendo repro-

duzir observações experimentais e levar a predição de resultados (LE NOVÈRE, 2015). Neste

trabalho, estamos considerando dois formalismos: a modelagem lógica, que é uma abordagem

qualitativa baseada no formalismo lógico aplicado em processos biológicos por R. Thomas

(THOMAS, R.; D’ARI, 1990); a modelagem por equações diferenciais ordinárias (EDOs), que

é uma abordagem quantitativa e considera variáveis contínuas. Entre as diversas aplicações dos

dois tipos de formalismos, foram publicados trabalhos sobre a regulação do destino celular no

câncer (GRIECO et al., 2013), estudo de sinergias de drogas (FLOBAK et al., 2015), senes-

cência 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 sinalização de apoptose e autofagia

interagem em células de TNBC e qual a influência que diferentes tipos de miRNAs desempe-

nham nesses processos. Com esse propósito, propomos a modelagem da influência de miRNAs

nos processos de autofagia e apoptose em células de TNBC. Construímos uma rede regulatória

com os principais componentes desses processos e a utilização de miRNAs que estão subex-

pressos/superexpressos em TNBC como inputs da rede. Nosso modelo é composto pela rede

regulatória, que apresenta as relações de ativação e inibição entre os componentes, condições

iniciais estabelecidas e expressões matemáticas que determinam como cada variável interage

com todo sistema. Assim, o modelo pode ser simulado, seguindo as expressões estabelecidas, e

apresentar o comportamento dinâmico do sistema através da evolução de um estado inicial até

um estado fixo. Primeiramente utilizamos o formalismo lógico, em que cada variável assume

valores 0 ou 1 (booleana) e cada expressão matemática utiliza os operadores lógicos, a qual

neste caso é chamada de regra lógica. Após a construção do modelo lógico, a transformação do

modelo para um modelo contínuo foi realizada, em que as expressões matemáticas são EDOs

e as variáveis são contínuas. Em ambos os modelos, os outputs possíveis são o destino celu-

lar de apoptose, autofagia ou crescimento. Os formalismos que utilizamos permitem a análise

de perturbações de componentes da rede, permitindo verificar como a inibição ou ativação de

um componente interfere em todo o sistema. Assim, conseguimos analisar como o nocaute ou

ativação fixa da expressão de um determinado miRNA influencia nos processos apoptótico e
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autofágico.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

O principal objetivo deste trabalho é estudar como as vias de sinalização de apoptose e

autofagia interagem em células de TNBC, e quais miRNAs com expressão alterada nesse tipo de

linhagem celular são mais prováveis de serem alvos em potencial para abordagens terapêuticas

em câncer de mama triplo negativo.

1.1.2 Objetivos Específicos

Com o objetivo geral delimitado, são propostos os seguintes objetivos específicos:

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

apoptose.

• Utilizar miRNAs que estão subexpressos/superexpressos em células de TNBC como in-

puts do modelo.

• Transformar o modelo lógico em um modelo contínuo.

• Analisar o comportamento dinâmico do modelo nos formalismos lógico e contínuo.

• Analisar como o nocaute ou ativação fixa da expressão de um determinado miRNA influ-

encia nos processos apoptótico e autofágico.

• Analisar as probabilidades de acessibilidade das perturbações dos miRNAs.
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2 PROCESSOS BIOLÓGICOS

2.1 CÂNCER DE MAMA TRIPLO NEGATIVO

Clinicamente, o câncer de mama pode ser classificado em três grandes grupos baseados

em marcadores celulares e implicações terapêuticas: tumores com expressão do receptor de

estrogênio (ER+) ou expressão do receptor de progesterona (PR+); tumores com a amplificação

da expressão do receptor 2 do fator de crescimento epidérmico humano (HER2+) com ou sem

ER+ e PR+; tumores que são caracterizados pela ausência da expressão de ER e PR, e ausência

da amplificação de HER2 (KUMAR; AGGARWAL, 2016). O último grupo é um tipo agressivo

de câncer de mama invasivo, classificado como câncer de mama triplo negativo (TNBC), baseado

na falta desses três marcadores moleculares. O câncer de mama triplo negativo representa entre

15% a 20% de todos os tipos de cânceres de mama (BROWN et al., 2008).

As opções terapêuticas em estágios iniciais e finais de câncer de mama são significati-

vamente afetadas pela expressão de PR, ER e HER2. Usualmente, cânceres do tipo HER2+ e

TNBC têm prognósticos menos favoráveis quando comparados com outros tipos de câncer de

mama (CHAVEZ et al., 2010). Enquanto tumores que expressam ER e PR são tratados com

agentes que interferem na produção de hormônios (terapia endócrina), e cânceres do tipo HER2+

são tratados com agentes que inibem HER2, os TNBCs são tratados geralmente com quimiote-

rapia e não são responsivos à terapia endócrina e terapias anti HER2 (TOSS; CRISTOFANILLI,

2015). Assim, TNBCs apresentam um curso clínico altamente agressivo, com altas taxas de

proliferação, idade precoce de início, maior potencial metastático, piores prognósticos e menor

taxa de sobrevivência nos 5 primeiros anos após o diagnóstico do que os outros tipos de câncer

de mama (DENT et al., 2007; GARRIDO-CASTRO et al., 2019).

O quadro 1 apresenta a classificação mais detalhada dos subtipos de cânceres de mama

e alguns exemplos de linhagens celulares. Os tumores do tipo basal-like e claudin-low formam

a maioria dos cânceres do tipo TNBC (POMMIER et al., 2020).

2.2 AUTOFAGIA

A autofagia é um processo de autodigestão intracelular no qual componentes celulares,

como os substratos e organelas, são envoltas por autofagossomas e entregues aos lisossomos

para degradação (CICCHINI et al., 2015), de forma a prover energia para a célula. As principais

funções da autofagia são de proteger as células contra a inanição e estresses relacionados. Ao

regular a autofagia sob tais condições, 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 sinalização de autofagia, composta pelas quinases ULK e VPS34, seus

reguladores, como Beclin-1 e Fip200, além de várias outras proteínas que interagem para regular

cada estágio desse processo. Os mecanismos de funcionamento da via de sinalização de autofagia

estão descritos detalhadamente no capítulo 4.
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Quadro 1 – Classificação dos cânceres de mama.

Subtipo Expressão de ER, PR e
HER2

Característica Exemplos de li-
nhagem celular

É TNBC?

Luminal A ER+ ou PR+ ou ambos,
HER2-

· Responsivo à terapia endó-
crina e à quimioterapia (em
alguns casos)

MCF7 Não

· Melhor prognóstico, taxa
mais alta de sobrevivênvia

HCC1428 Não

Luminal B ER+ ou PR+ ou ambos,
HER2+

· Usualmente responsivo à te-
rapia endócrina, variável à
quimioterapia. Casos HER2+
são responsivos ao Trastuzu-
mabe

BT474 Não

· Prognóstico ruim MDA-MB-361 Não

Basal-like ER-, PR-, HER2± · Usualmente responsivo à
quimioterapia

BT20 Sim

· Prognóstico ruim HCC70 Sim

HER2 positivo ER-, PR-, HER2+ · Responsivo ao Trastuzu-
mabe e à quimioterapia

SKBR3 Não

· Prognóstico ruim e relapso
frequente

SUM190PT Não

Claudin-low ER-, PR-, HER2- · Resposta intermediária à
quimioterapia

MDA-MB-231 Sim

· Tumor agressivo BT-549 Sim

· 70% são TNBC

Normal-like Tumores que não se encai-
xam nas categorias acima

· Tumores pequenos HCC38 Sim

Fonte – A autora baseado em Chavez et al. (2010), Krishnamurthy et 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 carcinogênese, a autofagia apresenta um papel complexo. Em estágios iniciais, o

processo geralmente suprime a iniciação de tumores. Entretanto, parece promover a progressão

de tumores quando as células estão privadas de nutrientes (CICCHINI et al., 2015; GALLUZZI

et al., 2015), assim dependendo do estágio e contexto em que acontece. Ainda, sob algumas

condições, a autofagia descontrolada leva à morte celular necrótica independente de caspases, o

que é denominado de “morte celular autofágica” (GOZUACIK et al., 2017). Células deficientes

de processos autofágicos normalmente apresentam um aumento na instabilidade do genoma

(CICCHINI et al., 2015).

Em células de TNBC, o processo autofágico também depende do contexto em que

acontece. Sun e colaboradores verificaram que a irradiação por raios-X em células do tipo MDA-

MB-231 aumenta a expressão da proteína LC3B e ativa a via de autofagia, indicando que o

processo autofágico é iniciado como uma resposta adaptativa para promover a sobrevivência das

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

Além disso, Abedin e colaboradores trataram diferentes linhagens de câncer de mama

invasivo e não invasivo com o fármaco Camptotecina (CPT), que tipicamente ativa a via intrín-

seca de apoptose. Foi observado que em linhagens de células de câncer de mama não invasivo,

como a MCF-7, CPT ativou a via intrínseca e simultaneamente ativou uma resposta autofágica

nas células, o que prolongou a sobrevivência celular pelo retardamento da taxa de apoptose. Já

nas linhagens de câncer de mama invasivo BT-549, MDA-MB-231 e MDA-MB-435, em que as

duas primeiras são linhagens de TNBC, houve resistência das células à mesma quantidade de

CPT que matou as células de câncer de mama não invasivo, mesmo na presença ou ausência de

inibidores de autofagia (ABEDIN et al., 2007).

2.3 APOPTOSE

A apoptose é um processo que envolve a eliminação geneticamente determinada das

células. Ocorre normalmente durante o desenvolvimento e envelhecimento humano como um

mecanismo homeostático para manter as populações celulares nos tecidos e, principalmente,

como um mecanismo de defesa quando as células são danificadas (ELMORE, 2007). Assim,

dependendo do contexto, a apoptose torna-se um importante processo supressor de tumores.

As caspases são importantes proteases envolvidas na regulação da apoptose. Existem

duas vias de sinalização básicas de apoptose: a via extrínseca a via intrínseca (mitocondrial). A

via extrínseca apoptótica é ativada pela ligação de um ligante a um receptor de morte (e.g., Fas),

que leva à ativação 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 intrínseca apoptótica. A via

intrínseca também pode ser ativada por diversos sinais de estresse, incluindo dano no DNA,

estresse oxidativo, tratamento com fármacos citotóxicos e privação de fatores de crescimento,

resultando no início do processo apoptótico (MCILWAIN et al., 2013). A descrição das vias de

sinalização de apoptose está presente no capítulo 4.

Ainda, estudos mostram que existe uma relação entre as vias de apoptose e autofagia.

Beclin-1 e a proteína antiapoptótica Bcl-2 parecem interagir: a dissociação entre Beclin-1 e Bcl-

2 é essencial para a atividade autofágica (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 conexão 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 sinalização.

No modelo, vamos considerar como componentes do cross-talk as proteínas Bcl-2 e Bcl-XL.

2.4 A VIA DE PI3K/AKT/mTOR

A via de sinalização PI3K/AKT/mTOR está frequentemente ativada em diversos tipos

de câncer e regula vários mecanismos celulares, incluindo a proliferação celular, diferenciação,

metabolismo, sobrevivência e crescimento celular (MORGENSZTERN; MCLEOD, 2005; LO-
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PICCOLO et al., 2008). PI3K é estimulada através da ativação de receptores de tirosina quinase

por hormônios ou fatores de crescimento, como por exemplo a ativação do receptor de insulina

pelo hormônio insulina ou pelo fator de crescimento semelhante à insulina tipo 1 ou 2 (IGF-I

e IGF-II), além de outros estímulos. PI3K, agora funcional, é translocada para a membrana

plasmática, onde leva à fosforilação e ativação de AKT (POLIVKA JR; JANKU, 2014). Depois

de ativada, AKT medeia o crescimento e sobrevivência celular fosforilando várias proteínas ci-

toplasmáticas, assim possibilitando a ativação de mTOR. Logo, mTOR ativado consegue mediar

diversos processos catabólicos e anabólicos para manter o metabolismo e crescimento celular

(ERSAHIN et al., 2015). Os mecanismos de regulação dessa via de sinalização podem ser vistos

mais detalhadamente no capítulo 4.

2.5 MICRORNAS (miRNAs)

Os miRNAs consistem em uma classe de RNA reguladores não codificantes, cuja prin-

cipal função é ligar-se a mRNAs específicos de genes para degradação ou inibição da tradução,

diminuindo ou aumentando a expressão da proteína resultante. miRNAs não codificam proteí-

nas, porém controlam a estabilidade e tradução de mRNAs de genes codificantes de proteínas

(GOZUACIK et al., 2017). A figura 1 ilustra a biogênese dos miRNAs. Inicialmente, (1) o DNA

é transcrito pela RNA polimerase II (Pol II) formando o miRNA primário (pri-miRNA). Em

seguida, (2) a enzima RNase III Drosha cliva o hairpin formando o pré-miRNA, que (3) é en-

tão transportado para o citoplasma pelo complexo de exportina-5 e Ran-guanosina-5’-trifosfato

(Ran • GTP), onde (4) é clivado pela enzima RNase III Dicer liberando um RNA duplex. O RNA

duplex é carregado em uma proteína Argonauta (Ago), formando um complexo de silenciamento

induzido por RNA (RISC). O duplex é então desenrolado, geralmente causando a degradação

da fita passageira (miRNA*) e a formação do miRNA maduro. Uma vez integrado ao RISC,

o miRNA maduro pode causar (I) a inibição da tradução através do pareamento imperfeito de

bases entre o miRNA e a região 3’-não traduzida (UTR) do mRNA, (II) clivagem do mRNA

através do pareamento perfeito de bases entre o miRNA e a 3’-UTR do mRNA ou (III) ativação

da tradução por meio da interação do miRNA com a 5’-UTR do mRNA. O miRNA maduro pode

atingir a corrente sanguínea por (A) liberação ativa (por incorporação em complexos de lipopro-

teínas e microvesículas ou exossomos) ou (B) liberação passiva em corpos apoptóticos (causada

pela morte celular). Na forma associada, os miRNAs circulantes são resistentes à atividade de

nuclease presente no sangue (AMARAL et al., 2018).

As funções regulatórias dos miRNAs envolvem uma variedade de processos biológicos,

incluindo desenvolvimento, diferenciação, apoptose, senescência, regulação 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 possíveis sítios de ligação

para miRNAs (FRIEDMAN et al., 2009).A desregulação da expressão de miRNAs está frequen-

temente relacionada à diversas doenças que acometem humanos. Vários estudos têm mostrado

que os miRNAs realizam um papel promotor no desenvolvimento primário de tumores; miRNAs
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Figura 1 – Representação da biogênese dos miRNAs.

Fonte – Amaral et al. (2018).

que estão muito expressos em câncer podem agir como oncogenes, enquanto que outros agem

como supressores de tumores, baseados nas respectivas deleções físicas ou expressões reduzi-

das no câncer em humanos. Mudanças nos níveis de expressão de miRNAs foram observadas

em quase todos os tipos de cânceres, incluindo o gástrico, de pulmão, pancreático e de mama

(CHEN, Sheng et al., 2018; CHATTERJEE et al., 2015; YANG, Y. et al., 2018; GONG et al.,

2015).

A aplicação terapêutica dos miRNAs no câncer envolve a utilização de mímicos e anti-

miRs. Os antimiRs são oligonucleotídeos que hibridizam com as sequências complementares

do miRNA e interrompem a atividade e/ou processamento do respectivo miRNA, resultando no

aumento da expressão do gene supressor de tumor que é alvo desse miRNA. Eles são usados

para silenciar os miRNAs oncogênicos. Em contraste, os mímicos dos miRNAs são utilizados

para superexpressar um miRNA que é supressor de tumores, levando à diminuição da expres-

são dos oncogenes que são alvos desse miRNA (KASINSKI; SLACK, Frank J, 2011; SEGAL;

SLACK, Frank J., 2020).

Neste trabalho, estamos considerando miRNAs que têm a expressão alterada em células

de TNBC quando comparada com células de outros tipos de câncer de mama ou células de
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mama saudáveis e aqueles que interagem com as vias de autofagia e apoptose. A descrição

completa desses miRNAs e as respectivas interações com os processos autofágicos e apoptóticos

está presente no capítulo 4.



27

3 MODELAGEM MATEMÁTICA DE SISTEMAS BIOLÓGICOS

A modelagem matemática de redes regulatórias tem por objetivo estudar como compo-

nentes moleculares interagem para dar origem a determinados comportamentos. Como cada

processo biológico normalmente envolve um grande número de componentes, o tamanho e

complexidade de um sistema que regula um processo específico dificultam a compreensão do

respectivo comportamento dinâmico. Assim, uma descrição matemática de uma rede regulatória,

incluindo as interações inerentes, podem ser usadas para tentar testar e prever o comportamento

de um determinado sistema através de simulações computacionais. Nesse trabalho, abordare-

mos dois tipos de modelagem: a modelagem lógica (ou booleana) e a modelagem contínua por

equações diferenciais ordinárias.

A modelagem lógica utiliza variáveis discretas e fornece uma estrutura adequada para

integrar dados de processos biológicos em modelos dinâmicos rigorosos através de uma rede re-

gulatória. As redes regulatórias simplificam as relações entre os elementos de uma via, servindo

como um modelo genérico para a análise da dinâmica e das principais propriedades que caracte-

rizam a rede regulatória (THOMAS, R.; D’ARI, 1990; NALDI et al., 2009). Nesta abordagem

as variáveis são discretas -booleanas ou multivaloradas- e as atualizações são definidas a partir

das características de ativação ou inibição de cada elemento da rede. Um estado do sistema é

determinado pelas condições iniciais juntamente com as operações lógicas de regulação que

determinam o valor de uma variável a partir dos estados de seus reguladores.

Por considerar variáveis discretas, os modelos lógicos não conseguem descrever concen-

trações contínuas. Assim, a transformação de um modelo booleano em um modelo contínuo

permite o uso do modelo para explicar resultados experimentais de uma forma mais abrangente,

visto que a análise permite considerar a concentração das variáveis, como também projetar e

otimizar outros experimentos (WITTMANN et al., 2009).

Para modelar um processo biológico, primeiro precisamos estudar os componentes que

fazem parte desse processo, sejam eles genes, proteínas ou miRNAs. Por isso, começamos

esse capítulo descrevendo algumas bases de dados que utilizamos para a construção da rede de

interações do modelo.

3.1 FERRAMENTAS DE PESQUISA BIBLIOGRÁFICA DAS VIAS DE SINALIZAÇÃO

Realizamos pesquisas bibliográficas para a construção da rede de interações utilizando as

ferramentas presentes no quadro 2. Primeiramente, buscamos os principais componentes das vias

de sinalização de apoptose e autofagia. Em seguida, buscamos miRNAs que interagem com essas

vias de sinalização. Com essas informações, procuramos a expressão desses miRNAs em células

de câncer de mama triplo negativo, comparando com a expressão em células de mama saudáveis.

Essa pesquisa resultou na descrição das vias de sinalização presente no próximo capítulo e no

grupo de miRNAs apresentados no quadro 4, que estão subexpressos ou superexpressos em

células MDA-MB-231, que é uma linhagem de câncer de mama triplo negativo. O quadro 2
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apresenta as bases de dados que utilizamos para construção da rede de interações do modelo.

Quadro 2 – Bases de dados utilizadas para a construção da rede regulatória.

Base de dado Referência Disponível 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 descrição completa da rede regulatória está presente no capítulo 4.

3.2 FORMALISMO LÓGICO

Nesta seção estão descritos os principais conceitos do formalismo lógico como foi defi-

nido por Abou-Jaoudé e colaboradores em Abou-Jaoudé et al. (2016).

Assim, um modelo lógico de uma rede regulatória (G,B) é definido por um conjunto de

N componentes, representados por variáveis discretas, G = (x1,x2, . . . ,xN), em que cada variável

xi toma seu valor em (0, . . . ,Mi), que representa o intervalo de níveis funcionais de cada com-

ponente. Para o caso booleano, xi ∈ {0,1}. Os componentes podem representar concentrações

de moléculas ou estados biológicos, processos biológicos, ou fenótipos. Os componentes de

entrada, chamados de inputs, não são regulados e representam condições externas constantes do

ambiente. O espaço de estados S de um modelo lógico é finito e tem tamanho 2N , em que um

estado é definido como um vetor x = [x1,x2, . . . ,xN]. Uma função lógica Bi define os valores de

cada xi em termos de arestas ativadoras ou inibidoras que conectam um xi às outras variáveis

da rede, o que caracteriza um grafo direcionado. A função de atualização B é definida como

B(x) = (B1(x), . . . ,BN(x)). Uma representação simples de uma função booleana B é uma tabela

verdade que define o valor da função para cada uma das variáveis. Ainda, outra representação

é a visualização da função booleana como um cubo unitário de dimensão N (STEINBACH;

KOHUT, 2002). Um exemplo das duas representações pode ser visto na figura 2, em cuja função

estamos considerando uma rede com três variáveis x1, x2 e x3 e B é uma função booleana definida

como B = !x1 & (x2 | x3).
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Os tipos de atualização mais comuns de um modelo lógico são os métodos síncronos

e assíncronos. Partindo de um estado inicial, o método síncrono atualiza todos os valores das

variáveis em cada transição de estados, enquanto que no assíncrono, cada variável é atualizada

independentemente - a diferença entre estados será apenas a atualização de uma variável. As

atualizações de cada variável são sempre unitárias - mesmo em um modelo com variáveis

multivaloradas - e cada transição entre um estado inicial e um estado sucessor é determinada

pelos valores das variáveis nesse estado inicial e as regras lógicas (funções booleanas) de cada

variável, o que pode ser visto na figura 4. Como exemplo, a atualização assíncrona mais geral

pode ser definida da seguinte forma para todo i 6= j:

xi(t + 1) = xi(t) + sign(Bi(x(t)) – xi(t)), xj(t + 1) = xj(t). (1)

Além disso, o método lógico permite a simulação de perturbações, conhecidas experi-

mentalmente como perda de função (LoF) ou nocaute e ganho de função (GoF) ou atividade

ectópica. Essas perturbações consistem em fixar uma variável no valor mais baixo ou mais alto,

respectivamente. Assim, o sistema pode ser simulado levando em conta várias perturbações

e apresentar diferentes outputs quando comparado com o caso sem perturbações. Quando o

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

3.3 MÉTODO DE TRANSFORMAÇÃO DE UM MODELO BOLEANO PARA MODELO

CONTÍNUO

O método de transformação de um modelo booleano para um modelo contínuo, o qual

está descrito brevemente nesta seção, foi apresentado por Wittmann e colaboradores (2009) e

pode ser visto com mais detalhe em (WITTMANN et al., 2009). O método consiste na utilização

de interpolação polinomial multivariada para a transformação de operadores lógicos em um

sistema de equação diferenciais ordinárias (EDO). Nesse processo, as variáveis discretas de um

modelo booleano são substituídas por variáveis contínuas, as funções booleanas são substituídas

por funções homólogas contínuas, e são utilizadas funções de Hill para descrever as interações

moleculares entre os componentes de uma rede. Portanto, na próxima subseção apresentamos

um resumo das funções de Hill, e as subseções seguintes apresentam o método de transformação.

3.3.1 Funções de Hill

As funções de Hill foram propostas por A. V. Hill em 1910 para descrever o ligamento

do oxigênio à hemoglobina (HILL, 1910). Posteriormente, foram amplamente utilizadas nas

áreas de farmacologia e bioquímica, além de modelos de expressão gênica para descrever o

comportamento de interações moleculares (SANTILLÁN, 2008).

Para derivar as funções de Hill, vamos seguir a descrição que foi apresentada no capítulo

3.3 de Mathematical Modelling in Systems Biology: An Introduction (INGALLS, 2013). Assim,
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consideramos a ligação de uma molécula A à uma proteína P. Nesse caso, o nome dado à

molécula que se liga é ligante. Assim, a reação química que descreve esse processo é a seguinte:

P + A
k1

−−⇀↽−−
k–1

PA,

em que a taxa da reação P + A −→ PA é k1[P][A], e a taxa da reação PA −→ P + A é k–1[PA]. Aqui,

[·] representa as concentrações dos reagentes e k1 e k–1 são constantes de proporcionalidade. No

estado de equilíbrio das reações, temos que a taxa de variação das concentrações dos reagentes

deve ser zero. Assim,

d

dt
[P] = –k1[P][A] + k–1[PA] = 0

d

dt
[A] = –k1[P][A] + k–1[PA] = 0

d

dt
[PA] = k1[P][A] – k–1[PA] = 0.

Das equações acima, temos que, no estado estacionário,

k–1[PA] = k1[P][A]

[PA] =
k1

k–1
[P][A].

Fazendo KD = k–1/k1, em que KD é a constante de dissociação do evento de ligação, temos

[PA] =
[P][A]

KD
. (2)

Agora, definimos que a saturação fracional do conjunto de proteínas, representada por Y , é a

fração do número de sítios de ligação ocupados pelo número total de sítios de ligação:

Y =
[PA]

[P] + [PA]
.

Substituindo [PA] da equação 2, temos

Y =
[P][A]/KD

[P] + [P][A]/KD
=

[A]
KD + [A]

(3)

A curva de ligação da equação 3 é hiperbólica e representa o comportamento da ligação do

oxigênio com a proteína mioglobina, que possui apenas um sítio de ligação.

A seguir, vamos considerar a ligação do oxigênio com a hemoglobina, que possui 4 sítios

de ligação. Nesse caso, os sítios de ligação são idênticos, porém, ocorrem efeitos de cooperati-

vidade entre eles. A cooperatividade está relacionada a eventos de ligação que influenciam uns

aos outros. Assim, uma ligação é considerada cooperativa se a primeira ligação de um ligante

A à P muda a afinidade de ligação de um segundo ligante A ao receptor, fazendo com que este

seja menos ou mais provável de ligar-se (INGALLS, 2013). Para o caso da ligação do oxigênio

com a hemoglobina, as reações são as seguintes:
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P + A
4k1

−−⇀↽−−
k–1

PA1

PA1 + A
3k2

−−⇀↽−−
2k–2

PA2

PA2 + A
2k3

−−⇀↽−−
3k–3

PA3

PA3 + A
k4

−−⇀↽−−
4k–4

PA4,

em que cada complexo PAi possui i ligantes ligados. Para a primeira reação de associação, há 4

sítios de ligação disponíveis em P para o primeiro ligante, então a taxa da reação é 4k1. Para a

segunda reação, há 3 sítios de ligação disponíveis para o segundo ligante, então a taxa da reação

de associação é 3k2, e assim sucessivamente. No equilíbrio, as concentrações dos complexos

serão:

[PA1] =
4[P][A]

KD1

[PA2] =
6[P][A]2

KD1KD2

[PA3] =
4[P][A]3

KD1KD2KD3

[PA4] =
[P][A]4

KD1KD2KD3KD4
,

em que os parâmetros KDi = k–i/ki são as constantes de dissociação. Usando essas concentrações,

podemos escrever a saturação fracional:

Y =
[PA1] + 2[PA2] + 3[PA3] + 4[PA4]

4([P] + [PA1] + [PA2] + [PA3] + [PA4])
(4)

Substituindo [PAi] na equação 4, temos

Y =
[A]/KD1 + 3[A]2/(KD1KD2) + 3[A]3/(KD1KD2KD3) + [A]4/(KD1KD2KD3KD4)

1 + 4[A]/KD1 + 6[A]2/(KD1KD2) + 4[A]3/(KD1KD2KD3) + [A]4/(KD1KD2KD3KD4)
(5)

Se a ligação final tem uma afinidade muito maior que as primeiras ligações, KD4 ≪KD1,KD2,KD3,

então podemos aproximar a saturação fracional:

Y ≈
[A]4/(KD1KD2KD3KD4)

1 + [A]4/(KD1KD2KD3KD4)
(6)

A formalização da aproximação 6 é a chamada função de Hill:

Y =
([A]/KD)n

1 + ([A]/[KD])n
=

[A]n

Kn
D + [A]n

, (7)

em que KD é interpretada como a constante de dissociação média. O coeficiente n, chamado

de coeficiente de Hill, originalmente representa o número de sítios de ligação. No entanto, as

condições para que n forneça uma estimativa precisa do número de sítios de ligação é bem
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específica e acontecem somente quando um efeito extremo de cooperatividade positiva está

presente entre as ligações da primeira e subsequentes moléculas ligantes (SANTILLÁN, 2008).

Assim, uma descrição mais apropriada de n é que, além de representar a inclinação da função

sigmóide, ele é usado como uma medida do caráter do comportamento switch de um processo.

O comportamento das funções de Hill para diferentes valores de n pode ser visto na figura 5.

Para o caso em que n = 1, a função de Hill reduz-se a uma função hiperbólica, o que é o caso da

equação 3.

Figura 5 – Funções de Hill com coeficientes n = 1,2,3,4,5 e KD = 0.5.
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Fonte – A autora.

3.3.2 Transformação do modelo booleano para o modelo contínuo

Para fazer a transformação de um modelo booleano para um modelo contínuo, primeira-

mente devemos substituir as variáveis discretas xi do modelo booleano por variáveis contínuas

xi tomando valores no intervalo [0,1] - normalização das concentrações para o intervalo unitário.

Assim, teremos estendido as funções booleanas Bi para funções Bi : [0,1]N → [0,1]. As funções

Bi são chamadas de homólogas contínuas das funções booleanas Bi. A seguir, para construir

a estrutura do modelo contínuo e imitar mais precisamente a realidade biológica, vamos consi-

derar também a taxa de produção e degradação de uma dada espécie (miRNAs, proteínas, etc.).

Assim, assumimos que a produção de uma espécie Xi é dada pela função Bi, e sua degradação

é proporcional à xi. Logo, a evolução de xi sobre o tempo é governada pela equação diferencial
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ordinária (EDO):

ẋi =
1
τi

(Bi(xi1,xi2, . . . ,xiNi) – xi), (8)

em que τi é o tempo de vida da espécie Xi. Há apenas um parâmetro para produção e degradação

por causa da normalização das concentrações para o intervalo unitário. Agora, o principal fator

é como que as funções Bi são obtidas de uma função booleana Bi de uma maneira eficiente.

Wittmann e colaboradores (2009) propuseram três transformações baseadas em interpolação

polinomial multivariada para a obtenção de Bi, em que Bi é definido como polinomial nas

variáveis xi1,xi2, . . . ,xiNi e concorda com Bi. As três transformações são chamadas de BooleCube,

HillCube e HillCube normalizada.

As funções do tipo BooleCube são definidas como

B
I
i (xi1,xi2, . . . ,xiNi) (9)

através da interpolação linear das funções Bi pelo uso da técnica de interpolação polinomial

multivariada (WITTMANN et al., 2009). Assim, podemos substituir Bi por B
I
i na equação 8 e

obter a evolução temporal de xi. Além disso, as funções B
I
i são multilineares, ou seja, apresentam

a forma B
I
i (xi1,xi2, . . . ,xiNi) = a + bxij, em que a e b são constantes reais. Entretanto, as interações

moleculares, que ocorrem entre as macromoléculas, apresentam um comportamento do tipo

switch, por isso os autores implementaram o uso das funções de Hill para modelar esse tipo de

interação que não apresenta comportamento linear. Portanto, as funções do tipo HillCube são

definidas como

B
H
i (xi1,xi2, . . . ,xiNi) := B

I
i (fi1(xi1), fi2(xi2), . . . , fiNi(xiNi)), (10)

em que fij é uma função de Hill com parâmetros nij e kij para cada interação. As funções B
H
i

podem substituir Bi na equação 8 para formar um novo sistema de EDOs.

Uma característica das funções de Hill é que elas nunca assumem o valor 1. Assim, as

funções do tipo HillCube não são homólogas perfeitas das funções booleanas Bi. Para tal, pode-

mos normalizar as funções de Hill para o intervalo unitário. Assim, conseguimos o homólogo

contínuo perfeito das funções booleanas Bi:

B
Hn
i (xi1,xi2, . . . ,xiNi) := B

I
i

(

fi1(xi1)
fi1(1)

,
fi2(xi2)
fi2(1)

, . . . ,
fiNi(xiNi)
fiNi(1)

)

(11)

As funções do tipo B
Hn
i são chamadas de HillCubes normalizadas. Assim, podemos substituir a

equação 11 em 8 para formar um novo sistema de EDOs.

Sobre a similaridade do comportamento dos modelos booleano e contínuo, os autores

mostraram que sempre que as funções Bi na equação 8 forem homólogas perfeitas das funções

booleanas Bi, um estado estável do modelo booleano também será um estado estado estável

do modelo contínuo. Esse resultado vale para um modelo com funções do tipo BooleCube e

HillCube normalizada, mas não para funções do tipo HillCube não normalizada - visto que as
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Y = 0; [X](1– [Y]) representa a condição X = 1 e Y = 0; [X][Y] representa X = 1 e Y = 1. Note que

os termos da forma 1-[concentração] e [concentração] representam as interações de inibição e

ativação, respectivamente. Ainda, comparando as eqs. 12 e 13 com a equação 8, temos que as

funções B
I
i nesse caso são:

B
I
X =
(

(1 – [X])(1 – [Y])
)

+
(

[X](1 – [Y])
)

+
(

[X][Y]
)

B
I
Y =
(

[Y](1 – [X])
)

Se usarmos a transformação do tipo HillCube, teremos uma estrutura similar ao caso

anterior, porém em vez de Bi ser em função de X e Y , temos Bi em função de fXi(Xi) e fYi(Yi), em

que fiNi(xiNi) são as funções de Hill. Assim, o sistema de EDOs nesse caso será:

dX

dt
=

1
τ1

{[(

1 –
[X]n2

(

[X]n2 + kn2
3

)

)

·

(

1 –
[Y]n4

(

[Y]n4 + kn4
5

)

)]

+

[(

[X]n2
(

[X]n2 + kn2
3

)

)

·

(

1 –
[Y]n4

(

[Y]n4 + kn4
5

)

)]

+

[(

[X]n2
(

[X]n2 + kn2
3

)

)

·

(

[Y]n4
(

[Y]n4 + kn4
5

)

)]

– [X]

}

(14)

dY

dt
=

1
τ2

{(

[Y]n7
(

[Y]n7 + kn7
8

)

)

·

(

1 –
[X]n9

(

[X]n9 + kn9
10

)

)

– [Y]

}

, (15)

em que τ1 e τ2 são os tempos de vida de X e Y , respectivamente. O quadro 3 apresenta os

coeficientes de Hill e parâmetros k de cada uma das quatro interações.

Quadro 3 – Parâmetros de cada interação.

Parâmetros Interação

n2 e k3 X em X

n4 e k5 Y em X

n7 e k8 Y em Y

n9 e k10 X em Y

Fonte – A autora.

Usando a transformação do tipo HillCube Normalizada, temos as funções na mesma

estrutura do caso HillCube mais um termo de normalização. Logo, nosso sistema de EDOs é

dado por:
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dX

dt
=

1
τ1

{[(

1 –
[X]n2

(

[X]n2 + kn2
3

) ·
(

1 + kn2
3

)

)

·

(

1 –
[Y]n4

(

[Y]n4 + kn4
5

) ·
(

1 + kn4
5

)

)]

+

[(

[X]n2
(

[X]n2 + kn2
3

) ·
(

1 + kn2
3

)

)

·

(

1 –
[Y]n4

(

[Y]n4 + kn4
5

) ·
(

1 + kn4
5

)

)]

+

[(

[X]n2
(

[X]n2 + kn2
3

) ·
(

1 + kn2
3

)

)

·

(

[Y]n4
(

[Y]n4 + kn4
5

) ·
(

1 + kn4
5

)

)]

– [X]
}

(16)

dY

dt
=

1
τ2

{(

[Y]n7
(

[Y]n7 + kn7
8

) ·
(

1 + kn7
8

)

)

·

(

1 –
[X]n9

(

[X]n9 + kn9
10

) ·
(

1 + kn9
10

)

)

– [Y]

}

, (17)

no qual os parâmetros são os mesmos do caso anterior.

Com o sistema de EDOs pronto após a transformação, é possível simular o modelo e obter

seu comportamento dinâmico. Por questões de compatibilidade, escolhemos a transformação

do tipo HillCube Normalizada para o modelo deste trabalho. A transformação pode ser vista no

capítulo 6.
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5 MODELO BOOLEANO

Neste capítulo estão apresentadas a descrição completa do modelo booleano e as análises

de simulações do modelo. O modelo é composto pela rede regulatória e regras lógicas apresen-

tadas nas próximas seções. A construção e simulação do modelo foram feitos no GINsim, que é

um software baseado no formalismo lógico de Thomas para a modelagem de redes regulatórias,

e suporta a definição, simulação e análise de gráficos regulatórios (NALDI et al., 2009). A

versão utilizada foi a 3.0.17, disponível em ginsim.org.

5.1 REDE REGULATÓRIA DO CROSS-TALK ENTRE AUTOFAGIA E APOPTOSE EM

CÉLULAS DE TNBC

A rede regulatória completa do modelo está apresentada na figura 18. Os componentes

das vias de sinalização estão organizados da seguinte maneira: a via de sinalização de autofagia

é representada pelos nós da rede em verde claro; as vias de sinalização de apoptose - intrínseca

e extrínseca - estão representadas pelas elipses rosas; os elementos do cross-talk estão em azul;

a via de PI3K/AKT/mTOR está representada pelos componentes em amarelo claro; os miRNAs

estão representados pelas elipses laranjas.

Figura 18 – Rede regulatória do cross-talk entre autofagia e apoptose em células de câncer 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 ativação e inibição, respectivamente.

Fonte – A autora.
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A via de sinalização de autofagia é ativada pela privação de nutrientes ou fatores de cres-

cimento, o que representamos como um input de estresse nutricional. No modelo, a conclusão do

processo autofágico acontece com a ativação do output AUTOFAGIA. Já a via de sinalização de

PI3K/AKT/mTOR é ativada pelos receptores tirosina quinase, o que no modelo representamos

pelo input INSULINA. Assim, o estágio em que mTORC1 está ativado e leva ao crescimento

celular acontece com a ativação do output CRESCIMENTO. Além disso, a via extrínseca de

apoptose é ativada pelo input que representa estresse no DNA, ESTRESSE_DNA, o que leva à

ativação da caspase-8. Calpain é ativada pela via de cálcio, que representamos pelo input Ca2.

Logo, a execução do processo apoptótico é dado pelo ativamento do output APOPTOSE. A

descrição completa de todos os componentes da rede regulatória está apresentada no quadro 5.

Quadro 5 – Descrição dos componentes da rede regulatória.

Componente Descrição Função

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 cálcio citoplasmá-

tico (Ca2+)

Ativa AMPK e a CALPAIN

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 Família de proteínas PI3K Ativa AKT

AKT Família de proteínas AKT Inibe TSC_1_2

PTEN proteína PTEN Inibe AKT

TSC_1_2 proteínas TSC1 e TSC2 Inibe RHEB

RHEB proteína RHEB Ativa mTORC1

AMPK complexo de proteínas AMPK Inibe mTORC1 e ativa a via de autofagia

Continuação na próxima página
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Continuação da página anterior

Componente Descrição Função

mTORC1 proteínas mTOR, mLST8, Rap-

tor, PRAS40 e Deptor

Ativa o output CRESCIMENTO e inibe a via

de autofagia

TRAF6 proteína TRAF6 Ativa ULK

AMBRA1 proteína AMBRA1 Ativa TRAF6

ULK proteínas ULK1, ULK2,

ATG101 e FIP200

Ativa o comp_PI3K

comp_PI3K proteínas Beclin-1, VPS34,

VPS15, Barkor e NRBF2

Ativa as ATGs e LC3

LC3 proteínas LC3A, LC3B e LC3C Ativa o Output AUTOFAGIA

ATGs proteínas ATG3, ATG4, ATG7,

ATG12 e ATG16

Ativa o Output AUTOFAGIA

BCL_2 proteína Bcl-2 Inibe a via de autofagia e a via de apoptose

BCL_XL proteína Bcl-XL Inibe a via de autofagia e a via de apoptose

Beclin1_C proteína Beclin-1 clivada Inibe a via de autofagia

ATG5_T proteína ATG5 truncada Inibe a via de autofagia

CALPAIN família de proteínas Calpain Ativa ATG5_T e BAX e inibe BCL-XL

tBid proteína Bid truncada Ativa BAX

BAX proteína BAX Ativa o cyt_C

cyt_C proteína citocromo C Ativa CASP_3_7

CASP8 proteína Caspase-8 Ativa CASP_3_7, tBid e Beclin1_C

CASP_3_7 proteínas Caspase-3 e Caspase-7 Ativa Beclin1_C e o output APOPTOSE

CRESCIMENTO Output que representa o cresci-

mento celular

Regulado pela via de PI3K/AKT/mTORC1

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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Quadro 6 – Regras lógicas do modelo. Os operadores lógicos usados são &, | e !, que significam,
respectivamente, AND, OR e NOT.

Componente Regra Lógica

PI3K INSULINA

AKT PI3K & !PTEN

PTEN !miR106b & !miR93

TSC_1_2 AMPK & !AKT

RHEB !TSC_1_2

AMPK Ca2 & !ULK

mTORC1 RHEB & !miR144 & !miR100 & !AMPK & !ULK

TRAF6 AMBRA1

AMBRA1 ULK

ULK (ESTRESSE_N & !mTORC1) | (AMPK & !mTORC1) | (TRAF6 & !mTORC1)

comp_PI3K (ULK | AMBRA1) & !miR93 & Beclin1_C & (!BCL_2 | !BCL_XL)

LC3 comp_PI3K & !miR200c

ATGs comp_PI3K

ATG5 comp_PI3K & !ATG5_T

BCL_2 !miR200c & !miR100 & !CALPAIN

BCL_XL !CALPAIN

Beclin1_C CASP_3_7 | CASP8

ATG5_T CALPAIN

CALPAIN Ca2 & !miR124

tBid CASP8 | CALPAIN

BAX tBid & !BCL_2 & !BCL_XL

cyt_C (BAX | Beclin1_C | ATG5_T) & !BCL_2 & !BCL_XL

CASP8 ESTRESSE_DNA & !BCL_XL

CASP_3_7 CASP8 | cyt_C | miR144

CRESCIMENTO mTORC1

AUTOFAGIA LC3 & ATG5 & ATGs

APOPTOSE CASP_3_7

Fonte – A autora.

5.4 ESTADOS ESTÁVEIS

Um estado é chamado de ‘estado fixo estável’ quando o sistema tende a mover na

direção do estado. Em uma simulação, partindo de um estado inicial, o sistema irá estabilizar

em um estado estável após evoluir cada valor (0 ou 1) das variáveis do sistema de acordo
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5.5.12 Nocaute dos inputs ESTRESSE_DNA, ESTRESSE_N, INSULINA e Ca2

A seguir, decidimos realizar perturbações sem nenhum estímulo de ativação das vias de

sinalização exceto o estímulo dos miRNAs, de tal modo a verificar se apenas o nocaute ou ativi-

dade ectópica dos miRNA é suficiente para ativar os outputs da rede. Assim, a tabela da figura

42 apresenta combinações de perturbações dos miRNAs com os nocautes do ESTRESSE_N,

ESTRESSE_DNA, INSULINA e Ca2. Das somas das probabilidades dos estados estáveis que

ativam o output CRESCIMENTO, as maiores taxas de ativação 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 ectópica 1 do miR144 parecem apre-

sentar uma mudança significativa na soma de probabilidades em relação às outras perturbações.

Em relação à ativação da via de sinalização de autofagia, a combinação da atividade ectópica

1 do miR100 com o nocaute do miR144 e do miR200c parece ser a perturbação mais eficiente

em termos de quantidade de miRNA/soma de probabilidade de autofagia, visto que todas as

outras perturbações que atingem uma soma de probabilidades maior que 27% apresentam mais

de quatro combinações de miRNAs.

Deve-se observar que, apesar de o miR-124 inibir a via de apoptose, as duas perturbações

’miR124 E1’ e ’miR124 KO’ não apresentam diferença significativa na soma de probabilidades

de apoptose. Isso acontece pois Calpain nunca é ativada, visto que Ca2 está sempre desligada.

Assim, o miR-124 não chega a inibir Calpain, que já está desligada, e então o nocaute ou ativi-

dade ectópica do miR-124 não interfere na inibição da via de apoptose. Algo similar acontece na

pertubação ’miR100 E1, miR93 KO, miR106b KO e miR144 KO’. Neste caso, o miR100 está

sempre ligado e inibe BCL_2, o que deveria influenciar a soma de probabilidades de apoptose.

Porém, como não há inibição de BCL-XL, 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 perturbações das

seções anteriores, servem para nos mostrar quais combinações de miRNAs são mais prováveis

de levarem à ativação dos outputs do sistema.
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6 MODELO CONTÍNUO

A transformação do modelo lógico apresentado no capítulo anterior foi feita no CellNe-

tAnalyzer (CNA), que é um toolbox do MATLAB para explorar propriedades funcionais de redes

regulatórias (KLAMT; KAMP, 2011). As versões utilizadas foram CNA 2020.2 (disponível em

cna.html ) e MATLAB R2018b. Assim, importamos o modelo lógico do GINsim para o CNA,

e dentro do CNA utilizamos o Odefy (KRUMSIEK et al., 2010) para fazer a transformação

e simulação do modelo contínuo. Isto resultou no modelo contínuo composto pelo sistema de

EDOs apresentado abaixo. O modelo possui 37 equações, sendo uma equação para cada variável.

Há 159 parâmetros, sendo 37 tempos de vida, 61 parâmetros n e 61 parâmetros k. Por causa

da estrutura das equações para as variáveis do tipo input, os parâmetros de vida destes não

aparecem nas equações, por isso visualizamos apenas 27 tempos de vida. Todos os parâmetros

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

d

dt
[ESTRESSE_N] = 0 (18)

d

dt
[ESTRESSE_DNA] = 0 (19)

d

dt
[INSULINA] = 0 (20)

d

dt
[Ca2] = 0 (21)

d

dt
[miR93] = 0 (22)

d

dt
[miR100] = 0 (23)

d

dt
[miR106b] = 0 (24)

d

dt
[miR124] = 0 (25)

d

dt
[miR144] = 0 (26)
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d

dt
[miR200c] = 0 (27)

d[PI3K]
dt

=
1
τ73

{(

[INSULINA]n74
(

[INSULINA]n74 + kn74
75

) ·
(

1 + kn74
75

)

)

– [PI3K]

}

(28)

d[AKT]
dt

=
1
τ68

{

(

[PI3K]n69
(

[PI3K]n69 + kn69
70

) ·
(

1 + kn69
70

)

)

·

(

1 –
[PTEN]n71

(

[PTEN]n71 + kn71
72

) ·
(

1 + kn71
72

)

)

– [AKT]
}

(29)

d[PTEN]
dt

=
1

τ117

{(

1 –
[miR93]n118

(

[miR93]n118 + kn118
119

) ·
(

1 + kn118
119

)

)

·

(

1 –
[miR106b]n120

(

[miR106b]n120 + kn120
121

)

·
(

1 + kn120
121

)

)

– [PTEN]
}

(30)

d[TSC_1_2]
dt

=
1
τ57

{(

[AMPK]n58
(

[AMPK]n58 + kn58
59

) ·
(

1 + kn58
59

)

)

·

(

1 –
[AKT]n60

(

[AKT]n60 + kn60
61

) ·
(

1 + kn60
61

)

)

– [TSC_1_2]
}

(31)

d

dt
[RHEB] =

1
τ54

{(

1 –
[TSC_1_2]n55

(

[TSC_1_2]n55 + kn55
56

) ·
(

1 + kn55
56

)

)

– [RHEB]

}

(32)

d

dt
[AMPK] =

1
τ49

{(

[Ca2]n50
(

[Ca2]n50 + kn50
51

) ·
(

1 + kn50
51

)

)

·

(

1 –
[ULK]n52

(

[ULK]n52 + kn52
53

) ·
(

1 + kn52
53

)

)

– [AMPK]
}

(33)

d

dt
[mTORC1] =

1
τ6

{(

1 –
[miR100]n7

(

[miR100]n7 + kn7
8

) ·
(

1 + kn7
8

)

)

·

(

1 –
[miR144]n9

(

[miR144]n9 + kn9
10

) ·
(

1 + kn9
10

)

)

·

(

1 –
[ULK]n11

(

[ULK]n11 + kn11
12

) ·
(

1 + kn11
12

)

)

·

(

1 –
[AMPK]n13

(

[AMPK]n13 + kn13
14

) ·
(

1 + kn13
14

)

)

·

(

[RHEB]n15
(

[RHEB]n15 + kn15
16

) ·
(

1 + kn15
16

)

)

– [mTORC1]
}

(34)
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d

dt
[TRAF6] =

1
τ62

{(

[AMBRA1]n63
(

[AMBRA1]n63 + kn63
64

) ·
(

1 + kn63
64

)

)

– [TRAF6]

}

(35)

d

dt
[AMBRA1] =

1
τ65

{(

[ULK]n66
(

[ULK]n66 + kn66
67

) ·
(

1 + kn66
67

)

)

– [AMBRA1]

}

(36)

d

dt
[ULK] =

1
τ17

{[(

[ESTRESSE_N]n18
(

[ESTRESSE_N]n18 + kn18
19

) ·
(

1 + kn18
19

)

)

·

(

1 –
[mTORC1]n20

(

[mTORC1]n20 + kn20
21

)

·
(

1 + kn20
19

)

)

·

(

1 –
[AMPK]n22

(

[AMPK]n22 + kn22
23

) ·
(

1 + kn22
23

)

)

·

(

1 –
[TRAF6]n24

(

[TRAF6]n24 + kn24
25

)

·
(

1 + kn24
25

)

)]

+
[(

1 –
[ESTRESSE_N]n18

(

[ESTRESSE_N]n18 + kn18
19

) ·
(

1 + kn18
19

)

)

·

(

1 –
[mTORC1]n20

(

[mTORC1]n20 + kn20
21

) ·
(

1 + kn20
21

)

)

·

(

[AMPK]n22
(

[AMPK]n22 + kn22
23

) ·
(

1 + kn22
23

)

)

·

(

1 –
[TRAF6]n24

(

[TRAF6]n24 + kn24
25

) ·
(

1 + kn24
25

)

)]

+
[(

[ESTRESSE_N]n18
(

[ESTRESSE_N]n18 + kn18
19

)

·
(

1 + kn18
19

)

)

·

(

1 –
[mTORC1]n20

(

[mTORC1]n20 + kn20
21

) ·
(

1 + kn20
21

)

)

·

(

[AMPK]n22
(

[AMPK]n22 + kn22
23

)

·
(

1 + kn22
23

)

)

·

(

1 –
[TRAF6]n24

(

[TRAF6]n24 + kn24
25

) ·
(

1 + kn24
25

)

)]

+
[(

1 –
[ESTRESSE_N]n18

(

[ESTRESSE_N]n18 + kn18
19

) ·
(

1 + kn18
19

)

)

·

(

1 –
[mTORC1]n20

(

[mTORC1]n20 + kn20
21

)

·
(

1 + kn20
21

)

)

·

(

1 –
[AMPK]n22

(

[AMPK]n22 + kn22
23

) ·
(

1 + kn22
23

)

)

·

(

[TRAF6]n24
(

[TRAF6]n24 + kn24
25

)

·
(

1 + kn24
25

)

)]

+
[(

[ESTRESSE_N]n18
(

[ESTRESSE_N]n18 + kn18
19

) ·
(

1 + kn18
19

)

)

·

(

1 –
[mTORC1]n20

(

[mTORC1]n20 + kn20
21

) ·
(

1 + kn20
21

)

)

·

(

1 –
[AMPK]n22

(

[AMPK]n22 + kn22
23

) ·
(

1 + kn22
23

)

)

·

(

[TRAF6]n24
(

[TRAF6]n24 + kn24
25

) ·
(

1 + kn24
25

)

)]

+
[(

1 –
[ESTRESSE_N]n18

(

[ESTRESSE_N]n18 + kn18
19

)

·
(

1 + kn18
19

)

)

·

(

1 –
[mTORC1]n20

(

[mTORC1]n20 + kn20
21

) ·
(

1 + kn20
21

)

)

·

(

[AMPK]n22
(

[AMPK]n22 + kn22
23

)

·
(

1 + kn22
23

)

)

·

(

[TRAF6]n24
(

[TRAF6]n24 + kn24
25

) ·
(

1 + kn24
25

)

)]

+
[(

[ESTRESSE_N]n18
(

[ESTRESSE_N]n18 + kn18
19

)

·
(

1 + kn18
19

)

)

·

(

1 –
[mTORC1]n20

(

[mTORC1]n20 + kn20
21

) ·
(

1 + kn20
21

)

)

·

(

[AMPK]n22
(

[AMPK]n22 + kn22
23

)

·
(

1 + kn22
23

)

)

·

(

[TRAF6]n24
(

[TRAF6]n24 + kn24
25

) ·
(

1 + kn24
25

)

)]

– [ULK]
}

(37)
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d

dt
[BCL_2] =

1
τ39

{(

1 –
[miR100]n40

(

[miR100]n40 + kn40
41

) ·
(

1 + kn40
41

)

)

·

(

1 –
[miR200c]n42

(

[miR200c]n42 + kn42
43

) ·

(

1 + kn42
43

)

)

·

(

1 –
[CALPAIN]n44

(

[CALPAIN]n44 + kn44
45

) ·
(

1 + kn44
45

)

)

– [BCL_2]
}

(38)

d

dt
[BCL_XL] =

1
τ46

{(

1 –
[CALPAIN]n47

(

[CALPAIN]n47 + kn47
48

) ·
(

1 + kn47
48

)

)

– [BCL_XL]

}

(39)
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d

dt
[comp_PI3K] =

1
τ26

{[(

1 –
[miR93]n27

(

[miR93]n27 + kn27
28

) ·
(

1 + kn27
28

)

)

·

(

[ULK]n29
(

[ULK]n29 + kn29
30

) ·
(

1 + kn29
30

)

)

·

(

1 –
[BCL_2]n31

(

[BCL_2]n31 + kn31
32

) ·
(

1 + kn31
32

)

)

·

(

1 –
[BCL_XL]n33

(

[BCL_XL]n33 + kn33
34

) ·
(

1 + kn33
34

)

)

·

(

1 –
[AMBRA1]n35

(

[AMBRA1]n35 + kn35
36

) ·
(

1 + kn35
36

)

)

·

(

1 –
[Beclin1_C]n37

(

[Beclin1_C]n37 + kn37
38

) ·
(

1 + kn37
38

)

)]

+
[(

1 –
[miR93]n27

(

[miR93]n27 + kn27
28

) ·
(

1 + kn27
28

)

)

·

(

[ULK]n29
(

[ULK]n29 + kn29
30

) ·
(

1 + kn29
30

)

)

·

(

[BCL_2]n31
(

[BCL_2]n31 + kn31
32

) ·
(

1 + kn31
32

)

)

·

(

1 –
[BCL_XL]n33

(

[BCL_XL]n33 + kn33
34

) ·
(

1 + kn33
34

)

)

·

(

1 –
[AMBRA1]n35

(

[AMBRA1]n35 + kn35
36

) ·
(

1 + kn35
36

)

)

·

(

1 –
[Beclin1_C]n37

(

[Beclin1_C]n37 + kn37
38

) ·
(

1 + kn37
38

)

)]

+
[(

1 –
[miR93]n27

(

[miR93]n27 + kn27
28

) ·
(

1 + kn27
28

)

)

·

(

[ULK]n29
(

[ULK]n29 + kn29
30

) ·
(

1 + kn29
30

)

)

·

(

1 –
[BCL_2]n31

(

[BCL_2]n31 + kn31
32

) ·
(

1 + kn31
32

)

)

·

(

[BCL_XL]n33
(

[BCL_XL]n33 + kn33
34

) ·
(

1 + kn33
34

)

)

·

(

1 –
[AMBRA1]n35

(

[AMBRA1]n35 + kn35
36

) ·
(

1 + kn35
36

)

)

·

(

1 –
[Beclin1_C]n37

(

[Beclin1_C]n37 + kn37
38

) ·
(

1 + kn37
38

)

)]

+
[(

1 –
[miR93]n27

(

[miR93]n27 + kn27
28

) ·
(

1 + kn27
28

)

)

·

(

1 –
[ULK]n29

(

[ULK]n29 + kn29
30

) ·
(

1 + kn29
30

)

)

·

(

1 –
[BCL_2]n31

(

[BCL_2]n31 + kn31
32

) ·
(

1 + kn31
32

)

)

·

(

1 –
[BCL_XL]n33

(

[BCL_XL]n33 + kn33
34

) ·
(

1 + kn33
34

)

)

·

(

[AMBRA1]n35
(

[AMBRA1]n35 + kn35
36

) ·
(

1 + kn35
36

)

)

·

(

1 –
[Beclin1_C]n37

(

[Beclin1_C]n37 + kn37
38

) ·
(

1 + kn37
38

)

)]

+
[(

1 –
[miR93]n27

(

[miR93]n27 + kn27
28

) ·
(

1 + kn27
28

)

)

·

(

[ULK]n29
(

[ULK]n29 + kn29
30

) ·
(

1 + kn29
30

)

)

·

(

1 –
[BCL_2]n31

(

[BCL_2]n31 + kn31
32

) ·
(

1 + kn31
32

)

)

·

(

1 –
[BCL_XL]n33

(

[BCL_XL]n33 + kn33
34

) ·
(

1 + kn33
34

)

)

·

(

[AMBRA1]n35
(

[AMBRA1]n35 + kn35
36

) ·
(

1 + kn35
36

)

)

·

(

1 –
[Beclin1_C]n37

(

[Beclin1_C]n37 + kn37
38

) ·
(

1 + kn37
38

)

)]

+
[(

1 –
[miR93]n27

(

[miR93]n27 + kn27
28

) ·
(

1 + kn27
28

)

)

·

(

1 –
[ULK]n29

(

[ULK]n29 + kn29
30

) ·
(

1 + kn29
30

)

)

·

(

[BCL_2]n31
(

[BCL_2]n31 + kn31
32

) ·
(

1 + kn31
32

)

)

·

(

1 –
[BCL_XL]n33

(

[BCL_XL]n33 + kn33
34

) ·
(

1 + kn33
34

)

)

·

(

[AMBRA1]n35
(

[AMBRA1]n35 + kn35
36

) ·
(

1 + kn35
36

)

)

·

(

1 –
[Beclin1_C]n37

(

[Beclin1_C]n37 + kn37
38

) ·
(

1 + kn37
38

)

)]

+
[(

1 –
[miR93]n27

(

[miR93]n27 + kn27
28

) ·
(

1 + kn27
28

)

)

·

(

[ULK]n29
(

[ULK]n29 + kn29
30

) ·
(

1 + kn29
30

)

)

·

(

[BCL_2]n31
(

[BCL_2]n31 + kn31
32

) ·
(

1 + kn31
32

)

)

·

(

1 –
[BCL_XL]n33

(

[BCL_XL]n33 + kn33
34

) ·
(

1 + kn33
34

)

)
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·

(

[AMBRA1]n35
(

[AMBRA1]n35 + kn35
36

) ·
(

1 + kn35
36

)

)

·

(

1 –
[Beclin1_C]n37

(

[Beclin1_C]n37 + kn37
38

) ·
(

1 + kn37
38

)

)]

+
[(

1 –
[miR93]n27

(

[miR93]n27 + kn27
28

) ·
(

1 + kn27
28

)

)

·

(

1 –
[ULK]n29

(

[ULK]n29 + kn29
30

) ·
(

1 + kn29
30

)

)

·

(

1 –
[BCL_2]n31

(

[BCL_2]n31 + kn31
32

) ·
(

1 + kn31
32

)

)

·

(

[BCL_XL]n33
(

[BCL_XL]n33 + kn33
34

) ·
(

1 + kn33
34

)

)

·

(

[AMBRA1]n35
(

[AMBRA1]n35 + kn35
36

) ·
(

1 + kn35
36

)

)

·

(

1 –
[Beclin1_C]n37

(

[Beclin1_C]n37 + kn37
38

) ·
(

1 + kn37
38

)

)]

+
[(

1 –
[miR93]n27

(

[miR93]n27 + kn27
28

) ·
(

1 + kn27
28

)

)

·

(

[ULK]n29
(

[ULK]n29 + kn29
30

) ·
(

1 + kn29
30

)

)

·

(

1 –
[BCL_2]n31

(

[BCL_2]n31 + kn31
32

) ·
(

1 + kn31
32

)

)

·

(

[BCL_XL]n33
(

[BCL_XL]n33 + kn33
34

) ·
(

1 + kn33
34

)

)

·

(

[AMBRA1]n35
(

[AMBRA1]n35 + kn35
36

) ·
(

1 + kn35
36

)

)

·

(

1 –
[Beclin1_C]n37

(

[Beclin1_C]n37 + kn37
38

) ·
(

1 + kn37
38

)

)]

– [comp_PI3K]
}

(40)

d

dt
[LC3] =

1
τ112

{(

1 –
[miR200c]n113

(

[miR200c]n113 + kn113
114

) ·
(

1 + kn113
114

)

)

·

(

[comp_PI3K]n115
(

[comp_PI3K]n115 + kn115
116

)

·
(

1 + kn115
116

)

)

– [LC3]
}

(41)

d

dt
[ATGS] =

1
τ109

{(

[comp_PI3K]n110
(

[comp_PI3K]n110 + kn110
111

) ·
(

1 + kn110
111

)

)

– [ATGS]

}

(42)

d

dt
[ATG5] =

1
τ104

{(

[comp_PI3K]n105
(

[comp_PI3K]n105 + kn105
106

) ·
(

1 + kn105
106

)

)

·

(

1 –
[ATG5_T]n107

(

[ATG5_T]n107 + kn107
108

)

·
(

1 + kn107
108

)

)

– [ATG5]
}

(43)

d

dt
[Beclin1_C] =

1
τ81

{(

[CASP8]n82
(

[CASP8]n82 + kn82
83

) ·
(

1 + kn82
83

)

)

·

(

[CASP_3_7]n84
(

[CASP_3_7]n84 + kn84
85

) ·
(

1 + kn84
85

)

)

+
(

1 –
[CASP8]n82

(

[CASP8]n82 + kn82
83

) ·
(

1 + kn82
83

)

)

·

(

[CASP_3_7]n84
(

[CASP_3_7]n84 + kn84
85

) ·
(

1 + kn84
85

)

)

+
(

[CASP8]n82
(

[CASP8]n82 + kn82
83

) ·
(

1 + kn82
83

)

)

·

(

1 –
[CASP_3_7]n84

(

[CASP_3_7]n84 + kn84
85

) ·
(

1 + kn84
85

)

)

– [Beclin1_C]
}

(44)
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d

dt
[ATG5_T] =

1
τ122

{(

[CALPAIN]n123
(

[CALPAIN]n123 + kn123
124

) ·
(

1 + kn123
124

)

)

– [ATG5_T]
}

(45)

d

dt
[CALPAIN] =

1
τ1

{(

[Ca2]n2
(

[Ca2]n2 + kn2
3

) ·
(

1 + kn2
3

)

)

·

(

1 –
[miR124]n4

(

[miR124]n4 + kn4
5

) ·
(

1 + kn4
5

)

)

– [CALPAIN]
}

(46)

d

dt
[tBid] =

1
τ132

{(

[CALPAIN]n133
(

[CALPAIN]n133 + kn133
134

) ·
(

1 + kn133
134

)

)

·

(

[CASP8]n135
(

[CASP8]n135 + kn135
136

) ·
(

1 + kn135
136

)

)

+
(

1 –
[CALPAIN]n133

(

[CALPAIN]n133 + kn133
134

) ·
(

1 + kn133
134

)

)

·

(

[CASP8]n135
(

[CASP8]n135 + kn135
136

) ·
(

1 + kn135
136

)

)

+
(

[CALPAIN]n133
(

[CALPAIN]n133 + kn133
134

) ·
(

1 + kn133
134

)

)

·

(

1 –
[CASP8]n135

(

[CASP8]n135 + kn135
136

) ·
(

1 + kn135
136

)

)

– [tBid]
}

(47)

d

dt
[BAX] =

1
τ125

{(

1 –
[BCL_2]n126

(

[BCL_2]n126 + kn126
127

) ·
(

1 + kn126
127

)

)

·

(

1 –
[BCL_XL]n128

(

[BCL_XL]n128 + kn128
129

)

·
(

1 + kn128
129

)

)

·

(

[tBid]n130
(

[tBid]n130 + kn130
131

) ·
(

1 + kn130
131

)

)

– [BAX]
}

(48)
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d

dt
[cyt_C] =

1
τ86

{[(

1 –
[BCL_2]n87

(

[BCL_2]n87 + kn87
88

) ·
(

1 + kn87
88

)

)

·

(

1 –
[BCL_XL]n89

(

[BCL_XL]n89 + kn89
90

) ·
(

1 + kn89
90

)

)

·

(

[Beclin1_C]n91
(

[Beclin1_C]n91 + kn91
92

) ·
(

1 + kn91
92

)

)

·

(

1 –
[ATG5_T]n93

(

[ATG5_T]n93 + kn93
94

) ·
(

1 + kn93
94

)

)

·

(

1 –
[BAX]n95

(

[BAX]n95 + kn95
96

) ·
(

1 + kn95
96

)

)]

+
[(

1 –
[BCL_2]n87

(

[BCL_2]n87 + kn87
88

) ·
(

1 + kn87
88

)

)

·

(

1 –
[BCL_XL]n89

(

[BCL_XL]n89 + kn89
90

) ·
(

1 + kn89
90

)

)

·

(

1 –
[Beclin1_C]n91

(

[Beclin1_C]n91 + kn91
92

) ·
(

1 + kn91
92

)

)

·

(

[ATG5_T]n93
(

[ATG5_T]n93 + kn93
94

) ·
(

1 + kn93
94

)

)

·

(

1 –
[BAX]n95

(

[BAX]n95 + kn95
96

) ·
(

1 + kn95
96

)

)]

+
[(

1 –
[BCL_2]n87

(

[BCL_2]n87 + kn87
88

) ·
(

1 + kn87
88

)

)

·

(

1 –
[BCL_XL]n89

(

[BCL_XL]n89 + kn89
90

) ·
(

1 + kn89
90

)

)

·

(

[Beclin1_C]n91
(

[Beclin1_C]n91 + kn91
92

) ·
(

1 + kn91
92

)

)

·

(

[ATG5_T]n93
(

[ATG5_T]n93 + kn93
94

) ·
(

1 + kn93
94

)

)

·

(

1 –
[BAX]n95

(

[BAX]n95 + kn95
96

) ·
(

1 + kn95
96

)

)]

+
[(

1 –
[BCL_2]n87

(

[BCL_2]n87 + kn87
88

) ·
(

1 + kn87
88

)

)

·

(

1 –
[BCL_XL]n89

(

[BCL_XL]n89 + kn89
90

) ·
(

1 + kn89
90

)

)

·

(

1 –
[Beclin1_C]n91

(

[Beclin1_C]n91 + kn91
92

) ·
(

1 + kn91
92

)

)

·

(

1 –
[ATG5_T]n93

(

[ATG5_T]n93 + kn93
94

) ·
(

1 + kn93
94

)

)

·

(

[BAX]n95
(

[BAX]n95 + kn95
96

) ·
(

1 + kn95
96

)

)]

+
[(

1 –
[BCL_2]n87

(

[BCL_2]n87 + kn87
88

) ·
(

1 + kn87
88

)

)

·

(

1 –
[BCL_XL]n89

(

[BCL_XL]n89 + kn89
90

) ·
(

1 + kn89
90

)

)

·

(

[Beclin1_C]n91
(

[Beclin1_C]n91 + kn91
92

) ·
(

1 + kn91
92

)

)

·

(

1 –
[ATG5_T]n93

(

[ATG5_T]n93 + kn93
94

) ·
(

1 + kn93
94

)

)

·

(

[BAX]n95
(

[BAX]n95 + kn95
96

) ·
(

1 + kn95
96

)

)]

+
[(

1 –
[BCL_2]n87

(

[BCL_2]n87 + kn87
88

) ·
(

1 + kn87
88

)

)

·

(

1 –
[BCL_XL]n89

(

[BCL_XL]n89 + kn89
90

) ·
(

1 + kn89
90

)

)

·

(

1 –
[Beclin1_C]n91

(

[Beclin1_C]n91 + kn91
92

) ·
(

1 + kn91
92

)

)

·

(

[ATG5_T]n93
(

[ATG5_T]n93 + kn93
94

) ·
(

1 + kn93
94

)

)

·

(

[BAX]n95
(

[BAX]n95 + kn95
96

) ·
(

1 + kn95
96

)

)]

+
[(

1 –
[BCL_2]n87

(

[BCL_2]n87 + kn87
88

) ·
(

1 + kn87
88

)

)

·

(

1 –
[BCL_XL]n89

(

[BCL_XL]n89 + kn89
90

) ·
(

1 + kn89
90

)

)

·

(

[Beclin1_C]n91
(

[Beclin1_C]n91 + kn91
92

) ·
(

1 + kn91
92

)

)

·

(

[ATG5_T]n93
(

[ATG5_T]n93 + kn93
94

) ·
(

1 + kn93
94

)

)

·

(

[BAX]n95
(

[BAX]n95 + kn95
96

) ·
(

1 + kn95
96

)

)]

– [cyt_C]
}

(49)
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d

dt
[CASP8] =

1
τ76

{(

[ESTRESSE_DNA]n77
(

[ESTRESSE_DNA]n77 + kn77
78

) ·
(

1 + kn77
78

)

)

·

(

1 –
[BCL_XL]n79

(

[BCL_XL]n79 + kn79
80

)

·
(

1 + kn79
80

)

)

– [CASP8]
}

(50)

d

dt
[CASP_3_7] =

1
τ97

{[(

[miR144]n98
(

[miR144]n98 + kn98
99

) ·
(

1 + kn98
99

)

)

·

(

1 –
[CASP8]n100

(

[CASP8]n100 + kn100
101

) ·
(

1 + kn100
101

)

)

·

(

1 –
[cyt_C]n102

(

[cyt_C]n102 + kn102
103

) ·
(

1 + kn102
103

)

)]

+
[(

1 –
[miR144]n98

(

[miR144]n98 + kn98
99

) ·
(

1 + kn98
99

)

)

·

(

[CASP8]n100
(

[CASP8]n100 + kn100
101

) ·
(

1 + kn100
101

)

)

·

(

1 –
[cyt_C]n102

(

[cyt_C]n102 + kn102
103

) ·
(

1 + kn102
103

)

)]

+
[(

[miR144]n98
(

[miR144]n98 + kn98
99

) ·
(

1 + kn98
99

)

)

·

(

[CASP8]n100
(

[CASP8]n100 + kn100
101

) ·
(

1 + kn100
101

)

)

·

(

1 –
[cyt_C]n102

(

[cyt_C]n102 + kn102
103

) ·
(

1 + kn102
103

)

)]

+
[(

1 –
[miR144]n98

(

[miR144]n98 + kn98
99

) ·
(

1 + kn98
99

)

)

·

(

1 –
[CASP8]n100

(

[CASP8]n100 + kn100
101

) ·
(

1 + kn100
101

)

)

·

(

[cyt_C]n102
(

[cyt_C]n102 + kn102
103

) ·
(

1 + kn102
103

)

)]

+
[(

[miR144]n98
(

[miR144]n98 + kn98
99

) ·
(

1 + kn98
99

)

)

·

(

1 –
[CASP8]n100

(

[CASP8]n100 + kn100
101

) ·
(

1 + kn100
101

)

)

·

(

[cyt_C]n102
(

[cyt_C]n102 + kn102
103

) ·
(

1 + kn102
103

)

)]

+
[(

1 –
[miR144]n98

(

[miR144]n98 + kn98
99

) ·
(

1 + kn98
99

)

)

·

(

[CASP8]n100
(

[CASP8]n100 + kn100
101

) ·
(

1 + kn100
101

)

)

·

(

[cyt_C]n102
(

[cyt_C]n102 + kn102
103

) ·
(

1 + kn102
103

)

)]

+
[(

[miR144]n98
(

[miR144]n98 + kn98
99

) ·
(

1 + kn98
99

)

)

·

(

[CASP8]n100
(

[CASP8]n100 + kn100
101

) ·
(

1 + kn100
101

)

)

·

(

[cyt_C]n102
(

[cyt_C]n102 + kn102
103

) ·
(

1 + kn102
103

)

)]

– [CASP_3_7]
}

(51)

d

dt
[CRESCIMENTO] =

1
τ140

{(

[mTORC1]n141
(

[mTORC1]n141 + kn141
142

) ·
(

1 + kn141
142

)

)

– [CRESCIMENTO]

}

(52)

d

dt
[AUTOFAGIA] =

1
τ143

{(

[ATG5]n144
(

[ATG5]n144 + kn144
145

) ·
(

1 + kn144
145

)

)

·

(

[ATGS]n146
(

[ATGS]n146 + kn146
147

) ·
(

1 + kn146
147

)

)

·

(

[LC3]n148
(

[LC3]n148 + kn148
149

) ·
(

1 + kn148
149

)

)

– [AUTOFAGIA]
}

(53)

d

dt
[APOPTOSE] =

1
τ137

{(

[CASP_3_7]n138
(

[CASP_3_7]n138 + kn138
139

) ·
(

1 + kn138
139

)

)

– [APOPTOSE]

}

(54)
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Quadro 7 – Parâmetros de cada interação do modelo.

Parâmetros Interação Parâmetros Interação

n2 e k3 Ca2 em CALPAIN n77 e k78 ESTRESSE_DNA em CASP8

n4 e k5 miR124 em CALPAIN n79 e k80 BCL_XL em CASP8

n7 e k8 miR100 em mTORC1 n82 e k83 CASP8 em Beclin1_C

n9 e k10 miR144 em mTORC1 n84 e k85 CASP_3_7 em Beclin1_C

n11 e k12 ULK em mTORC1 n87 e k88 BCL_2 em cyt_C

n13 e k14 AMPK em mTORC1 n89 e k90 BCL_XL em cyt_C

n15 e k16 RHEB em mTORC1 n91 e k92 Beclin1_C em cyt_C

n18 e k19 ESTRESSE_N em ULK n93 e k94 ATG5_T em cyt_C

n20 e k21 mTORC1 em ULK n95 e k96 BAX em cyt_C

n22 e k23 AMPK em ULK n98 e k99 miR144 em CASP_3_7

n24 e k25 TRAF6 em ULK n100 e k101 CASP8 em CASP_3_7

n27 e k28 miR93 em comp_PI3K n102 e k103 cyt_C em CASP_3_7

n29 e k30 ULK em comp_PI3K n105 e k106 comp_PI3K em ATG5

n31 e k32 BCL_2 em comp_PI3K n107 e k108 ATG5_T em ATG5

n33 e k34 BCL_XL em comp_PI3K n110 e k111 comp_PI3K em ATGS

n35 e k36 AMBRA1 em comp_PI3K n113 e k114 miR200c em LC3

n37 e k38 Beclin1_C em comp_PI3K n115 e k116 comp_PI3K em LC3

n40 e k41 miR100 em BCL_2 n118 e k119 miR93 em PTEN

n42 e k43 miR200c em BCL_2 n120 e k121 miR106b em PTEN

n44 e k45 CALPAIN em BCL_2 n123 e k124 CALPAIN em ATG5_T

n47 e k48 CALPAIN em BCL_XL n126 e k127 BCL_2 em BAX

n50 e k51 Ca2 em AMPK n128 e k129 BCL_XL em BAX

n52 e k53 ULK em AMPK n130 e k131 tBid em BAX

n55 e k56 TSC_1_2 em RHEB n133 e k134 CALPAIN em tBid

n58 e k59 AMPK em TSC_1_2 n135 e k136 CASP8 em tBid

n60 e k61 AKT em TSC_1_2 n138 e k139 CASP_3_7 em APOPTOSE

n63 e k64 AMBRA1 em TRAF6 n141 e k142 mTORC1 em CRESCIMENTO

n66 e k67 ULK em AMBRA1 n144 e k145 ATG5 em AUTOFAGIA

n69 e k70 PI3K em AKT n146 e k147 ATGS em AUTOFAGIA

n71 e k72 PTEN em AKT n148 e k149 LC3 em AUTOFAGIA

n74 e k75 INSULINA em PI3K

Fonte – A autora.
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Quadro 8 – Tempos de vida das variáveis do modelo.

Tempo de Vida Variável Tempo de Vida Variável Tempo de Vida Variável

τ1 CALPAIN τ62 TRAF6 τ109 ATGS

τ6 mTORC1 τ65 AMBRA1 τ112 LC3

τ17 ULK τ68 AKT τ117 PTEN

τ26 comp_PI3K τ73 PI3K τ122 ATG5_T

τ39 BCL_2 τ76 CASP8 τ125 BAX

τ46 BCL_XL τ81 Beclin1_C τ132 tBid

τ49 AMPK τ86 cyt_C τ137 APOPTOSE

τ54 RHEB τ97 CASP_3_7 τ140 CRESCIMENTO

τ57 TSC_1_2 τ104 ATG5 τ143 AUTOFAGIA

Fonte – A autora.

6.1 COMPARAÇÃO DE ESTADOS ESTÁVEIS COM O MODELO LÓGICO

Primeiramente decidimos comparar simulações entre os modelos lógico e contínuo para

checar a convergência de estabilidade dos modelos. Assim, as figuras 43, 44 e 45 apresentam os

resultados das simulações do modelo booleano e do modelo contínuo, cada caso com um estado

inicial diferente. Nas simulações do modelo contínuo, todas as variáveis utilizaram os mesmos

valores (padrão no CNA) para os parâmetros: n = 3, τ = 1 e k = 0.5. A figura 43(a) apresenta

o resultado da simulação do modelo booleano com estado inicial em que todas as variáveis

têm valor zero. Como nenhum input está ativado e não há dano no DNA, essa simulação leva

à ativação do output CRESCIMENTO. Como podemos observar na figura 43(b), o modelo

contínuo também leva ao mesmo estado estável, com a ativação das variáveis acontecendo no

mesmo intervalo de tempo do modelo booleano.

A figura 44(a) apresenta o resultado da simulação do modelo booleano com estado inicial

em que o miR100 e ESTRESSE_N estão ligados, e todas as outras variáveis estão desligadas.

Como o ESTRESSE_N ativa a via de autofagia e o miR100 inibe mTORC1, essa simulação

leva à ativação do output AUTOFAGIA. Como podemos observar na figura 44(b), o modelo

contínuo também leva ao mesmo estado estável, com a ativação das variáveis acontecendo no

mesmo intervalo de tempo do modelo booleano.
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Figura 43 – Resultado das simulações dos modelos booleano e contínuo. No estado inicial
escolhido todas as variáveis têm valor zero. Cada linha horizontal representa a ativa-
ção/desativação das variáveis. [u.a.] refere-se à unidades arbitrárias. (a) Simulação
do modelo booleano. (b) Simulação do modelo contínuo.
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Fonte – A autora.

Figura 44 – Resultado das simulações dos modelos booleano e contínuo. No estado inicial
escolhido o miR100 e ESTRESSE_N estão ligados, e as outras variáveis estão des-
ligadas. Cada linha horizontal representa a ativação/desativação das variáveis. [u.a.]
refere-se à unidades arbitrárias. (a) Simulação do modelo booleano. (b) Simulação
do modelo contínuo.
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Fonte – A autora.
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A figura 45(a) apresenta o resultado da simulação do modelo booleano com estado

inicial em que os inputs ESTRESSE_N, ESTRESSE_DNA, INSULINA e Ca2 estão ligados,

e todas as outras variáveis estão desligadas. Com a ativação da via intrínseca e extrínseca de

apoptose, essa simulação leva à ativação do output APOPTOSE. Como podemos observar na

figura 45(b), o modelo contínuo também leva ao mesmo estado estável, com a ativação das

variáveis acontecendo no mesmo intervalo de tempo do modelo booleano. Podemos perceber

nessa figura que o modelo contínuo permite pequenas mudanças na concentração das variáveis,

o que o modelo booleano não permite. Como exemplo, podemos observar BCL_2 e BCL_XL,

que apresentam valores de concentração entre 0 e 0.4, e a concentração de LC3, que muda entre

0 e 0.3.

Figura 45 – Resultado das simulações dos modelos booleano e contínuo. No estado inicial esco-
lhido os inputs ESTRESSE_N, ESTRESSE_DNA, INSULINA e Ca2 estão ligados,
e todas as outras variáveis estão desligadas. Cada linha horizontal representa a ativa-
ção/desativação das variáveis. [u.a.] refere-se à unidades arbitrárias. (a) Simulação
do modelo booleano. (b) Simulação do modelo contínuo.
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Fonte – A autora.

Ainda utilizando o estado inicial da figura 45, decidimos analisar que tipo de mudança

no comportamento das concentrações das variáveis resulta da alteração do valor de apenas um

parâmetro k. Assim, a figura 46 apresenta o resultado das simulações com diferentes valores de

k53, que é o parâmetro da interação de ULK em AMPK. Quanto menor o k53, mais rápida é a

inibição de AMPK por ULK. Assim, para k53 = 0.1, as concentrações de AMPK e TSC_1_2,

que é ativado por AMPK, são as mais baixas, enquanto que a concentração de mTORC1 é a

mais alta. Para k53 = 0.8, o oposto ocorre, e o aumento da concentração de RHEB apresenta
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a figura 47 apresenta o resultado da simulação na qual os parâmetros k80, k88, k90, k127 e k129

foram igualados à 0.1. A figura 48 apresenta o resultado em que esses mesmos parâmetros foram

igualados à 0.3, e a figura 49 apresenta o caso em que esses parâmetros foram igualados à 0.8.
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Figura 47 – Resultado da simulação com k80, k88, k90, k127 e k129 iguais à 0.1. [u.a.] refere-se à
unidades arbitrárias. Na visualização do gráfico foram consideradas todas as variá-
veis que apresentam mudança em suas concentrações. Variáveis com concentrações
fixas, como os inputs, não estão representadas no gráfico.
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Figura 48 – Resultado da simulação com k80, k88, k90, k127 e k129 iguais à 0.3. [u.a.] refere-se à
unidades arbitrárias. Na visualização do gráfico foram consideradas todas as variá-
veis que apresentam mudança em suas concentrações. Variáveis com concentrações
fixas, como os inputs, não estão representadas no gráfico.
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Fonte – A autora.

Figura 49 – Resultado da simulação com k80, k88, k90, k127 e k129 iguais à 0.8. [u.a.] refere-se à
unidades arbitrárias. Na visualização do gráfico foram consideradas todas as variá-
veis que apresentam mudança em suas concentrações. Variáveis com concentrações
fixas, como os inputs, não estão representadas no gráfico.
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Além disso, a figura 50 mostra de forma mais detalhada os casos anteriores, com foco

nas variáveis diretamente influenciadas por BCL_2 e BCL_XL, e os respectivos outputs de

suas vias de sinalização. Como podemos observar, as concentrações de BAX, cyt_C e CASP8

demoram mais para aumentar quando os parâmetros são iguais à 0.1 do que nos casos seguintes,

visto que as reações de inibição por BCL_2 e BCL_XL acontecem mais rápido. Logo, uma

mudança no output APOPTOSE acontece mais tarde do que nos outros casos. Curiosamente,

no mesmo caso observa-se um padrão de comportamento inverso para as concentrações de

LC3, comp_PI3K e do output AUTOFAGIA, apesar de BCL_2 e BCL_XL também inibirem o

comp_PI3K e de não termos mudado os parâmetros da interação do comp_PI3K com BCL_2 e

BCL_XL. Assim, isto deve estar relacionado à inibição do comp_PI3K por Beclin1-C. Quando

BCL_2 e BCL_XL inibem mais rápido BAX, cyt_C e CASP8, consequentemente a ativação

de Beclin1_C é atrasada, o que impede Beclin1_C de inibir o comp_PI3K. Do mesmo modo,

quanto mais demorar para BCL_2 e BCL_XL inibirem BAX, cyt_C e CASP8, menor será a

concentração do comp_PI3K e consequentemente de LC3 e do output AUTOFAGIA.

Nos três casos, o comportamento dinâmico geral do sistema parece ser o mesmo, exceto

para a concentração de CASP8 que apresenta uma mudança de padrão de comportamento mais

sutil quando comparados os casos em que k = 0.1 e k = 0.8.

Conclui-se que, no geral, a comparação de alguns resultados de estados estáveis do mo-

delo contínuo com os resultados do modelo booleano foi feita com o objetivo de ilustrar o que

já foi provado por Wittmann e colaboradores: a transformação com funções do tipo HillCube

normalizado preserva os estados estáveis do modelo booleano. Portanto, realizamos a transfor-

mação do modelo pois o formalismo lógico é uma abordagem mais simplificada da realidade

biológica, e a transformação do modelo booleano para um método quantitativo complementa as

informações do sistema que o modelo fornece - como a presença de concentrações contínuas

das variáveis ou escalas de tempo realísticas -, o que se aproxima mais da realidade de sistemas

biológicos. Logo, pode-se analisar experimentalmente a atividade de concentração de alguma

proteína da rede quando induzida a alguma perturbação, teremos o modelo contínuo para a

previsão deste comportamento, projetando e otimizando possíveis experimentos.





95

7 CONSIDERAÇÕES FINAIS

Neste trabalho estudamos o comportamento de um sistema formado pelo cross-talk

entre autofagia e apoptose em células de TNBC e qual a influência que diferentes miRNAs

desempenham nestes processos. Nosso modelo permitiu a análise do nocaute ou ativação fixa da

expressão dos miRNAs da rede, e com os resultados das simulações do modelo, conseguimos

analisar quais perturbações de miRNAs são mais prováveis de induzir os processos de autofagia

e apoptose, ou o crescimento celular. Ainda, a transformação do modelo booleano para um

método quantitativo complementa os resultados do modelo, permitindo a análise da atividade de

concentração das proteínas da rede. Os resultados da tabela da figura 42 nos mostram que, em

condições específicas, a combinação da atividade ectópica 1 do miR-100 com o nocaute do miR-

144 e do miR-200c parece ser a perturbação mais eficiente para induzir autofagia, enquanto que

a superexpressão do miR-144 segue sendo o estímulo mais importante para induzir apoptose.

Deve-se observar que a construção desse tipo de modelo matemático considera simpli-

ficações da realidade biológica, como no caso das interações moleculares. Sendo assim, um

sistema desse tipo certamente apresenta limitações, como foi discutido na análise de pertur-

bações no capítulo 5. Porém, esperamos que os resultados do modelo sirvam como previsões

robustas para possíveis experimentos futuros, com o objetivo de detectar os miRNAs que podem

ser alvos em potencial para abordagens terapêuticas em câncer de mama triplo negativo.

7.1 PERSPECTIVAS FUTURAS

Os resultados apresentados neste trabalho abrem outras perspectivas para estudos futuros.

Além de um aperfeiçoamento do modelo, pretendemos verificar experimentalmente algumas

perturbações de miRNAs, usando condições experimentais que assemelham-se aos casos do

modelo. Com os dados das perturbações dos miRNAs com a maior soma de probabilidades de

autofagia e apoptose, utilizaremos mímicos 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 expressão de algumas proteínas das vias de sinalização quando influenciadas pelo no-

caute ou superexpressão dos miRNAs, e comparar as taxas de incidência de apoptose e atividade

autofágica do grupo de células com os resultados obtidos neste trabalho. Assim, pretendemos

conseguir a validação do modelo.
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