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Resumo

O ciclo de divisao celular compreende uma seqiiéncia de fenémenos controlados por
una complexa rede de regulacdo génica muito estavel e robusta. Aplicamos as Re-
des Genéticas Probabilisticas (PGNs) para construir um modelo cuja dindmica e
robustez se assemelham as observadas no ciclo celular biolégico. A estrutura de
nosso modelo PGN foi inspirada em fatos biolégicos bem estabelecidos tais como a
existéncia de subsistemas integradores, realimentacao negativa e positiva e caminhos
de sinalizacao redundantes. Nosso modelo representa as interacoes entre genes como
processos estocasticos e apresenta uma forte robustez na presenca de ruido e variagoes
moderadas dos parametros. Um modelo deterministico recentemente publicado do
ciclo celular da levedura nao resiste a condi¢oes de ruido que nosso modelo suporta
bem. A adi¢do de mecanismos de auto excitacdo, permite a nosso modelo apresentar
uma atividade oscilatdria similar & observada no ciclo celular embrionario. Nossa
abordagem de modelar e simular o comportamento observado usando mecanismos
de controle biolégico conhecidos fornece hipéteses plausiveis de como a regulacao
subjacente pode ser realizada na célula. A pesquisa atualmente em curso procura
identificar tais mecanismos de regulacao no ciclo celular da levedura, usando dados
de expressao génica provenientes de medigoes seqiienciais de microarray.

Abstract

The cell division cycle comprises a sequence of phenomena controlled by a stable
and robust genetic network. We applied a Probabilistic Genetic Network (PGN) to
construct an hypothetical model with dynamical behaviour and robustness typical
of the biological cell-cycle. The structure of our PGN model was inspired in well
established biological facts such as the existence of integrator subsystems, negative
and positive feedback loops and redundant signaling pathways. Our model repre-
sents genes’ interactions as stochastic processes and presents strong robustness in the
presence of moderate noise and parameters fluctuations. A recently published deter-
ministic yeast cell-cycle model collapses upon noise conditions that our PGN model
supports well. In addition, self stimulatory mechanisms can give our PGN model
the possibility of having a pacemaker activity similar to the observed in the oscilla-
tory embryonic cell cycle. Our approach of modeling and simulating the observed
behavior by known biological control mechanisms provides plausible hypotheses of
how the underlying regulation may be performed in the cell. The ongoing research is
lead to identify such regulation mechanisms in the yeast cell-cycle from time-series
microarray gene expression data.






Capitulo 1

Introducao

A Ciéncia tenta entender e explicar a natureza. Para atingir esse objetivo é necessario desen-
volver linguagens adequadas para descrever os fenémenos naturais. Os fené6menos que apresen-
tam grandezas que podem ser medidas sao chamados quantitativos. A linguagem mais adequada
para descrever este tipo de fenémenos é a matematica. A descricdo de um fenémeno quantita-
tivo por meio de férmulas matematicas constitue um modelo matematico. Ele se distingue de
uma simples férmula matemética porque ele é validado experimentalmente, i.e., os resultados
previstos pelo modelo coincidem com os medidos no laboratério. Os modelos dindmicos repre-
sentam a evolugdo temporal do sistema real. A andlise de simula¢bes computacionais de modelos
dinamicos pode sugerir novos modelos e hipdteses, os quais, quando sao validados experimen-
talmente, aumentam nosso conhecimento do sistema real.

Dado que a modelagem depende de medidas quantitativas, as técnicas de modelagem pas-

saram a ser adotadas em Biologia a medida que instrumentos de medida de fendmenos bioldgicos

foram se tornando disponiveis. Os recentes desenvolvimentos de tecnologias para a medicao das
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quantias envolvidas em fendémenos moleculares, como seqiienciamento de DNA e proteinas, me-

dida massiva de expressao génica e outras, abrem caminho para a modelagem desses fenomenos.

Na pesquisa desta tese de doutorado propomos um modelo para o sistema de controle do
ciclo de duplicacao e divisao celular, ou ciclo celular. A modelagem de sistemas bioquimicos
é uma tarefa multidisciplinar que combina pesquisas em areas tais como biologia molecular,
ciéncia da computagdo, matematica, quimica, fisica, etc.. A escolha do tipo de modelo deve
considerar determinadas limitagoes praticas que afetam sua utilidade. Em principio, modelos
preditivos com alto grau de detalhe seriam de grande interesse, mas os dados experimentais de
que dispomos para grandes sistemas génicos sao incompletos. Por exemplo, extrapolar o modelo
de equacoes diferenciais de um unico gene —incluindo todos seus parametros cinéticos— a
grandes sistemas faria o modelo proibitivamente complexo, dificultando, e até inviabilizando, a
determinacgao de todos seus parametros, para que ele gere solugoes consistentes com os dados
observados (um exemplo deste tipo de abordagem em [1]). Uma alternativa para simplificar a
modelagem é procurar uma descri¢ao global das redes genéticas, focalizando no comportamento
do sistema, e desprezando, sempre que possivel, os detalhes moleculares [2]. A idéia seria
escolher um modelo de complexidade relativamente pequena, de entre todos os modelos capazes
de descrever o nivel de regulacdo génica sob estudo —sobretudo no referente a capacidade
preditiva do modelo. Assim, a adequacgao do modelo é determinada por um balanco entre dados

disponiveis e complexidade tratavel.

Recentes validagoes de modelos de redes génicas por dados de células vivas mostram que
modelos simples de redes, tais como os que representam a um gene como uma chave binaria
(ligado/desligado), sao suficientes para predizer a dinamica global de um circuito genético

biolégico [3, 4]. Adicionalmente, estudos que realizaram a comparagao formal entre modelos



continuos e discretos mostram que o comportamento qualitativo dessas duas classes de sistemas
é equivalente [5]. Na construgao do modelo simplificado, a consideragao mais importante parece
ser caracterizar a estrutura de sinalizagao global da rede como um todo —sua arquitetura— [6],
e, no referente & dindmica, a parte mais delicada parece ser a escolha inteligente dos detalhes a

serem deixados fora [2].

O ciclo celular é o fendmeno bésico pelo qual todas as células se reproduzem, dando origem
a duas células filhas. Consta de quatro fases seqiienciais rigidamente coordenadas: fase Gy (G
de “gap”), durante o qual a célula cresce e se prepara para a seguinte; fase S (S de sintese),
envolvendo a replicagdo do DNA; fase G, também de crescimento e preparo para a mitose (M)
isto é, a fase da divisao celular propriamente dita, que gera duas células filhas. Uma complexa
rede genética centraliza o controle da progressao G; — S — G2 — M. Este sistema central de
controle apresenta uma grande adaptabilidade a diferentes condi¢oes ambientais e tipos de célula
especificos, € estavel ante a variagao —ou excesso— de estimulos, robusto frente a flutuagoes de
parametros e tolerante a falhas gracas a replicacao de estruturas e mecanismos na sua rede. Ele
recebe, monitora e integra sinais extra-celulares e pode deter o ciclo em determinados pontos
de controle (“checkpoints”) se alguns eventos ainda nao foram devidamente completados. Esta
importante agao reguladora é realizada através de sinais de realimentacao negativa [7, 8]. O
ciclo celular é um dos processos biolégicos mais intensamente estudados, apesar disso, muito
fica ainda por ser descoberto, como por exemplo, como ele é controlado por alguns de seus

reguladores mais importantes [9].

Estudamos dois modelos recentemente propostos para descrever este sistema de controle.
Li et al. propuseram um modelo deterministico binario do sistema de controle do ciclo celular

da levedura, completamente baseado em informacao bioldgica documentada na literatura [3].
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Eles analisaram a propagacao da onda de sinal gerada pelo modelo, a qual passa através de
todas as fases consecutivas do ciclo celular, verificando, mediante simulagao, que quase todas
as transicoes convergem para uma trajetéria tinica no espago de estados, mostrando estabili-
dade ante diferentes formas de onda do sinal de ativagao. Pomerening et al., em base a dados
experimentais, propuseram um modelo continuo deterministico para o ciclo celular embrionario
(de sapo—Xenopus laevis), cuja progressao é auto-estimulada e reduzida, realizando uma nova
divisdo (M) imediatamente apés finalizar a fase S (replicagdo do DNA), sem esperar a célula

crescer (G1 e G2 nao ocorrem) e sem necessidade de estimulo externo [10].

Simulamos o modelo de Li sob condic¢oes de ruido e observamos que ele nao tolera nem mesmo
perturbacoes de intensidade média e instantaneas muito baixas. Assim, decidimos propor um
novo modelo do sistema de controle do ciclo celular, que representa a interacao entrada-saida
entre genes, e é descrito por um processo estocastico discreto. A arquitetura do sistema e
o comportamento esperado foram idealizados a partir de observagoes qualitativas de sistemas
biolégicos estudados. A descrigao do modelo em termos de expressdo génica simplifica a elabo-
racao da arquitetura, assim como, a validagao, pois estes dados sao mais simples de medir do
que outras variaveis, tais como concentragoes de proteina. Ainda, no novo modelo os sinais sao
descritos com trés niveis de intensidade, que permite representar os tipos de regulacao ativadora,
inibidora e neutra, além de fornecer uma descricao mais detalhada da dinamica do que o modelo
bindrio.

Recentemente, definimos uma familia de processos estocéasticos para representar a interacao
entrada-saida de genes em uma rede génica: as Redes Genéticas Probabilisticas (PGN: “Probabi-
listic Genetic Network”). Uma PGN é uma familia particular de Cadeias de Markov com algumas

propriedades adicionais —axiomas— inspirados em fenémenos biolégicos. Algumas implicacoes



destes axiomas sao: estacionariedade; todos os estados sao alcangaveis; a transicao de uma
variavel é condicionalmente independente das transicoes das outras varidveis; a probabilidade
da trajetoria de estados mais provavel é muito maior que as probabilidades das outras trajetdérias
possiveis —i.e., o sistema é quase deterministico—; um gene é modelado como uma porta nao
linear estocéstica cuja expressao depende de uma combinacao linear de sinais ativadores e in-
ibidores; e, o sistema ¢ construido por combinacao destas portas elementares. Este modelo PGN

foi aplicado com sucesso na descri¢ao de redes genéticas do parasita da maldria [11, 12].

No presente trabalho, a definicdo do modelo PGN foi estendida para sistemas de memdria
m onde uma nova transicao na evolugao temporal depende dos m instantes de tempo discreto
anteriores ao momento atual. Utilizamos a PGN para construir um modelo PGN hipotético
estrutural do sistema de controle da progressao do ciclo celular nos eucariotos, procurando
reproduzir o comportamento dindmico com um grau de robustez similar ao tipicamente obser-
vado num sistema biolégico real. Estruturas de controle inspiradas em fatos biolégicos bem
conhecidos, tais como a existéncia de integradores, realimentacoes negativas e positivas e re-
dundéancias bioldgicas, foram as partes constitutivas da arquitetura do modelo. Depois de ajus-
tar seus parametros heuristicamente, o modelo foi capaz de representar propriedades do sistema
biolégico real, tais como propagacao seqiiencial de ondas de expressao génica, estabilidade na
presenca de excitagao varidvel e robustez na presenca de ruido e ante a flutuacao aleatoria de

seus parametros [13, 14].

O analise da estabilidade e robustez do modelo proposto, foi feito mediante numerosas si-
mulagoes realizadas em diferentes condigoes de excitagao e ruido. Comparamos estas simulagoes
com outras similares para o modelo de Li et al. [3]. Ao contririo do modelo de Li, notamos

que o nosso modelo apresenta caracteristicas de robustez notaveis. Inferimos que o novo modelo
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possui caracteristicas estruturais responsaveis pela sua robustez, as quais nao estao presentes no
modelo de Li e que, possivelmente, existam no ciclo celular biolégico. Para emular ainda mais as
condigoes reais do ambiente celular, incluimos em nosso modelo atrasos aleatorios nos sinais de
regulacao. O novo modelo foi ajustado de forma de nao degradar sua estabilidade e robustez na
presenca de tais atrasos. Finalmente, mediante a adicao de realimentacao positiva, obtivemos
um modelo auto estimulado, com um comportamento oscilatério similar ao observado no ciclo

celular embriondrio [10].

Entre os modelos conhecidos, o nosso modelo é o que apresenta maior corroboracao quali-
tativa com os fenémenos biolégicos. A validacao quantitativa desse modelo é um trabalho que
ainda estd em andamento. Os dados adotados para validagao sao medicoes seqlienciais por mi-
croarray da dindmica de expressao dos genes do ciclo celular da levedura [15, 16]. Técnicas de
identificacao da arquitetura de redes génicas estao sendo aplicadas para inferir segmentos da
arquitetura do sistema de controle do ciclo celular da levedura. A arquitetura inferida a par-
tir dos dados serd comparada com a arquitetura proposta. Este trabalho, que estd em estagio
avancado de desenvolvimento, estd sendo conduzido em cooperacao com o grupo do Dr. Edward

R. Dougherty da Texas A&M University.

Apds a presente introdugao, o Capitulo 2 apresenta uma breve descrigao do estado da arte
na biologia do controle do ciclo celular, modelagem de redes genéticas e modelos anteriores
do ciclo celular. O Capitulo 3 descreve nossa modelagem e simulacao do sistema de controle
da progressao do ciclo celular —em suas trés versoes—, suas simulagoes, comparacao com o
modelo de Li et al. e andlise dos resultados obtidos. O Capitulo 4, Conclusao, explica a
contribuicao realizada na modelagem de redes genéticas, no entendimento do controle génico

da progressao do ciclo celular, as hipdteses geradas e a conseqiiente continuidade das pesquisas.



No Apéndice A sdo apresentadas simulacgoes adicionais dos modelos de Li et al. e do nosso,
sob diferentes condicoes de ruido e excitacao, como também testes exaustivos de estabilidade e
robustez realizados em nosso modelo de controle da progressao do ciclo celular. No Apéndice B
sao listadas as publicacoes e trabalhos apresentados em eventos durante o periodo do curso de

doutorado.
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Capitulo 2

Estado da Arte

2.1 Modelos de Redes de Regulacao Geénica

2.1.1 Redes de Regulacao Génica

O mecanismo de regulagao do ciclo celular é um sistema muito complexo formado por sinais
que atuam em momentos especificos, muitas vezes através de lagos de realimentacao. Tais sinais
controlam a atividade celular —vias metabdlicas— principalmente por meio de sua agao regu-
ladora dos padroes de expressao génica. A Figura 2.1 é uma representacao esquematica deste
tipo de sistema, habitualmente chamado rede de requlagcdo génica.  As proteinas, produzi-
das como conseqiiéncia da expressdo génica (i.e., depois da transcri¢ao e traducao), formam
complexos multi-protéicos, que sao os sinais atuantes no sistema de controle celular. Eles inter-
agem com outros complexos multi-protéicos, tanto internos como externos a célula, controlam
vias metabdlicas —e recebem sinais de volta dos processos sendo controlados— (setas 3 e 4)
e enviam sinais de realimentacao para os niveis de transcrigao e tradugao (setas 1 e 2). Estes

9
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Sinais de Realimentacao

———

_ Vias
DNA :> RNA ::> Proteinas 4 Metabolicas

Transcricao

Traducao

o

EXPRESSAO GENICA

Medicées de Microarray

Figura 2.1: Rede de regulagao génica

sinais de realimentacao modificam os padroes futuros de expressao génica e, em conseqiiéncia,
a producao de novas proteinas. Desta forma, genes e os produtos de sua expressao formam
uma rede de sinalizagao que controla as funcoes da célula, o ciclo de divisao celular e a morte
celular programada. Fazendo uma analogia com um sistema tipico de controle dos utilizados em
engenharia (Figura 2.2), as vias metabdlicas seriam a planta —o processo a ser controlado—, e

1

o controlador estaria formado pelos niveis de transcricao e traducao —e de proteinas'— os quais

recebem sinais de realimentagao dos processos sendo controlados.

Numa rede de regulacao génica, o nivel de expressao de cada gene depende dos valores de

!Parte do controle é realizado inteiramente no nivel de proteinas. As proteinas sdo ao mesmo tempo os sinais
atuando no ambiente celular, portanto a distingao entre controlador e sinais, nao é tao clara no sistema biolégico.
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Saida

y(t)

v

Entrada gf”f;] d]e
ontrote
x(t) u(t)
—’O—P Controlador > Planta
S

Figura 2.2: Sistema tipico de controle.

Realimentagdo

expressao, proprios e de outros genes, em instantes prévios de tempo, como também de estimulos

externos. Este tipo de dependéncia e evolugao temporais permite modelar essa complexa rede

de interagoes como um sistema dinamico (nossa abordagem nas Subsegoes 2.1.3 e 2.1.4).

2.1.2 Familias de Modelos

O varios tipos de modelos propostos de redes de regulacao génica existentes podem ser classifi-

cados, a grosso modo, em deterministicos ou estocdsticos, ou em discretos ou continuos.

Uma rede deterministica é um sistema rigido onde o estado da expressao génica —nivel de

expressao de todos os genes sendo considerados— em um tempo dado e as interagoes regulatorias

entre eles determinam sem ambigiiidades o estado da expressao génica no tempo seguinte. Em tal

rede, dada a histéria previa, ha somente uma transi¢ao possivel do estado presente da expressao

da rede para o préximo.

Em um sistema estocdstico, um estado dado de expressao génica pode gerar mais de um

estado seguinte, por exemplo, fazendo com que diferentes células da mesma populacao possam
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seguir um trajeto diferente de expressao génica de um estado para o proximo. A estocacidade
permite variagoes significativas na seqiiéncia da ativagdo e inativacdo dos genes. A natureza
estocastica de redes genéticas é suportada por consideracoes tedricas e por resultados experi-
mentais. Os mecanismos que explicam esta estocacidade sao, por exemplo, a degradagao dos pro-
dutos do gene, a colisdo espacial necessaria antes que um reagente possa exercer sua influéncia,
equacgoes de reagao reversivel, etc.. Conseqiientemente, os modelos estocasticos descrevem a
cinética da regulacdo génica mais exatamente do que uma aproximacao deterministica. Em
geral, os resultados experimentais podem ser melhor explicados e modelados por mecanismos

estocasticos. Em compensacao, os modelos deterministicos sao mais simples que os estocasticos.

Uma rede Booleana é a rede discreta mais simples. Consiste de n nds, representando os
genes, que podem estar expressos ou nao (estado 1 ou 0, respectivamente). A dindmica da
rede é determinada por n fungoes Booleanas (uma para cada né). Uma fungdo Booleana recebe
k nos de entrada, que determinam o estado seguinte desse né a partir dos estados de todos
os nos de entrada [17, 18]. Este modelo é uma simplificacdo grosseira de uma rede genética,
porque a expressao génica tende a ser continua (ou, ao menos, multi-valuada) antes que bindria,
e as relagoes possuem valores continuos. Nao obstante, muitos genes tem um comportamento
biestavel (muito expressos ou nao expressos) e para eles o modelo binédrio constitui uma boa
aproximacao. Por outra parte, as redes Booleanas fornecem uma estrutura na qual os genes
podem ter interacoes complexas e mostrar o comportamento comparavel as caracteristicas das
redes genéticas biolégicas (por exemplo: comportamento complexo global, auto-organizagao,

etc. [19]). Sao um bom ponto de partida para uma modelagem realista das redes genéticas [20].

Em uma rede Booleana aleatoria , cada né —gene— pode ter um esquema diferente de

entrada—saida, e um numero diferente k£ das entradas. Cada né pode também ter diferentes
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fungoes Booleanas escolhidas aleatériamente. Sdo um refinamento probabilistico mais realista

das redes Booleanas [21, 22].

No caso dos modelos continuos, uma rede genética pode ser modelada como um conjunto
de equagoes diferenciais [23]. Devem ser encontrados os parametros, que determinam a taxa de
mudanca da expressao de cada gene. A suposicao de passos de tempo discretos para o proximo

estado da rede, resulta aqui desnecesséria.

2.1.3 Sistemas Dinamicos Discretos

Os sistemas dinamicos discretos —discretos em tempo e com escala de valores finita— sao
adequados para modelar o comportamento, descrito na Subsecao 2.1.1, das redes de regulacao
génica [21, 24, 25, 22, 26]. Neste modelo, um gene ou proteina é representado por uma varidvel
cujo valor estd dado pelo valor da expressao do gene ou da concentracao da proteina. Tais
variaveis, tomadas coletivamente, sao as componentes de um vetor chamado estado do sistema,
pelo qual sdo chamadas varidveis de estado. Cada variavel de estado —i.e., gene ou proteina—
tem associada uma funcao que calcula seu proximo valor —i.e., nivel de expressao ou con-
centracao de proteina— a partir dos valores prévios do vetor de estado. Estas funcoes sao
as componentes de um vetor de fungoes, chamado funcdo de transicao do sistema, que define a

transicao para o proximo estado, modelando a agao conjunta dos mecanismos reais de regulagao.

Seja R a escala de valores que as componentes de estado podem assumir. Por exemplo:
R = {0,1}, em sistemas bindrios; R = {—1,0,1} ou R = {0,1,2} em sistemas de trés niveis. A
funcao de transicao ¢, de uma rede de N varidveis e memdria m, é uma funcao de R™" em RY.
Ou seja, a fungao de transicdo ¢ mapeia os m estados prévios z(t — 1), z(t — 2),...,z(t —m) no

estado x(t), onde z(t) = [x1(t), 22(t),...,zn(t)]T € RV.
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Um sistema dindmico discreto é dado por

z(t) = ¢zt —1),z(t —2),...,2(t —m)],

para todo tempo t > 0. Uma componente de x é um valor z; € R. Os sistemas definidos desta
forma sao invariantes por translagcao no tempo, isto é, a funcao de transicdo é a mesma para
todo tempo discreto t. A arquitetura —ou estrutura— do sistema ¢é o diagrama de conexoes que
representa as dependéncias entre as variaveis componentes do vetor de estado. A dindmica do
sistema é a evolugao temporal do vetor de estado —seqiiéncia de valores— dada pela funcao de

transicao.

2.1.4 Redes Genéticas Probabilisticas (PGNs)

Quando a fungao de transicao ¢ é uma funcgao estocastica (isto é, para cada seqiiéncia de estados
z(t — m),...,x(t —2),z(t — 1), o préximo estado x(t) é uma realizacdo de um vetor aleatério)
o sistema dindmico é um processo estocédstico. Aqui representamos as redes de regulacao génica
por processos estocdsticos nos quais a funcao de transicao estocéastica é uma familia particular

de cadeias de Markov, chamada redes genéticas probabilisticas.

Considere uma seqiiéncia de vetores aleatérios Xo, X1, Xo,... que toma valores em RY,
denotados, respectivamente, z(0), (1), z(2),.... Uma seqiiéncia de estados aleatérios (X;);o, ¢

chamada uma cadeia de Markov, se para cada t > 1,

P[Xt = .CU(t)|X0 = x(O), .. .,Xt,1 = ﬂj‘(t — 1)] = P[Xt = Jl(t)|Xt71 = a:(t — 1)]

Ou seja, a probabilidade condicional do evento futuro, dada a histéria passada, sé depende do
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instante de anterior. Seja X, com realizacdo x, o estado antes da transicdo, e seja Y, com
realizagao y, o primeiro estado depois da transicao. Uma cadeia de Markov é completamente
caracterizada por sua matriz de transigao my|x de probabilidades condicionais entre estados
—cujos elementos sao denotados p,|,— e pela distribuicao de probabilidades o do vetor aleatério
representando o estado inicial. A func¢ao de transicao estocéstica ¢ no tempo t, é dada por, para

todot > 1,

¢la] =zt 1) =y

onde y é uma realizagao do vetor aleatério Y com distribuigao p,|,-

Uma cadeia de Markov de ordem m —a qual depende dos m instantes de tempo anteriores

a transicao— é equivalente a uma cadeia de Markov com estados de dimensao m x N.

Seja a seqiiencia X = Xy_1,..., Xy, com realizagdo x = z(t—1),...,x(t —m), a seqiiéncia
de m estados antes da transicdo. Uma Rede Genética Probabilistica (ou PGN?) é uma cadeia

de Markov de ordem m (7yx,70), tal que
i) myx ¢ homogeénea, ou seja, pyx ¢ independente de .
ii) Py|x > 0 para todos os estados x € R™N 4y e RV, ie., a cadeia de Markov é ergddica.

iii) Ty|x ¢ condicionalmente independente, ou seja, para todos os estados x € R™N 4 e RN,

RmN

iv) 7my|x é quase deterministica, ou seja, para toda seqiiéncia de estados x € , existe um

estado y € RN tal que Pyix = 1.

2PGN: “Probabilistic Genetic Network”
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v) Para cada varidvel i existe uma matriz a; e um vetor b; ambos de nimeros reais, tal que

para todo x,z € R™V e y; € R, se

j=1k=1 j=1k=1
pi pi
e Y biawi(t—k) =) biz(t—k)
k=1 k=1
entdo p(yi|x) = p(yilz), 0<p;<m

Estes axiomas implicam que cada varidvel x; esta caracterizada por uma matriz e um vetor de

coeficientes e uma fungao estocéstica g; de Z (um subconjunto de nimeros inteiros) em R.

Genes Preditores

Gene Alvo
zi(t —1),. i(t —m)

\._.1

ap(t—1),...,: xE(t —m)
Fungdo de Transigao
Estocastica

Figura 2.3: A PGN modela o comportamento de um gene
como uma porta nao linear estocdstica.

Se a*. é positivo, entao a varidvel alvo z; é ativada pela varidvel z; no tempo t — k, se a¥. é
7 I K ] 9 Ji

3

i é zero, entao nao é afetada

negativo, entao ela é inibida pela varidvel x; no tempo t — k, se a’;
pela varidvel x; no tempo ¢t — k. Dizemos que a varidvel z; é predita pela varidvel x; quando

algum a¥. é diferente de zero. Similarmente, se bf é zero, o valor de x; no tempo ¢ nao é afetado

J
pelo seu valor prévio no tempo ¢t — k. O parametro constante p;, correspondente a variavel x;,

representa o numero de instantes prévios de tempo nos quais os valores anteriores de x; podem

afetar o valor de x;(t). Se p; = 0, os valores prévios de x; nao tem efeito nenhum sobre os valores
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de z;(t) e a somatéria Y 4, b¥z;(t — k) é definida como zero.

A componente i da fungao de transicdo estocastica ¢, denotada ¢;, é construida pela com-
posi¢ao de uma fungao estocdstica g; com duas combinagoes lineares: i) a; e os estados prévios

z(t—1),...,2(t —m), e ii) b; e os valores de z;(t — 1),...,z;(t — p;). Isto significa que, para

todot > 1,
Gilx(t—1),...,2(t —m)] = gi (o, B)
onde
N m Pi
ZZGZ.%'J ]C),ﬁ:bexl(t—k
j=1 k=1 k=1

e gi (o, f) é uma realizagdo de uma varidvel aleatéria em R, com distribuicao p (e|a, 3). Esta
restrigdo sobre g; significa que as componentes do vetor fungao de transicao da PGN sao varidveis
aleatérias com uma distribuicao de probabilidade condicionada a duas combinacoes lineares, a

e 3, dadas pelo quinto axioma da PGN.

O modelo PGN representa as propriedades de um gene como uma porta nao linear es-
tocastica. Os sistemas sao construidos combinando estas portas —Figura 2.3— como elementos

constitutivos.

Justificativa biolégica dos axiomas da PGN

Os axiomas que definem o modelo PGN séo inspirados em fenémenos bioldgicos. A estrutura
de sistema dinamico se justifica pela necessidade de representar um processo seqiiencial. A
representacao discreta é suficiente dado que as interagoes entre genes e proteinas ocorrem no nivel
molecular [2]. Os aspectos estocdsticos representam perturbagdes ou a falta de conhecimento

detalhado sobre a dinamica do sistema. O axioma i é simplesmente uma restri¢ao para simplificar
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o modelo. Em geral, os sistemas reais nao sao homogéneos, mas podem ser homogéneos por
partes, ou seja, em intervalos de tempo. O axioma ii impoe que todos os estados sao alcangaveis,
o seja que o ruido pode levar o sistema a qualquer estado. Trata-se de um modelo bastante geral
que reflete nossa falta de conhecimento do tipo de ruido que pode afetar ao sistema. O axioma
iii implica que a predicao de cada gene pode ser computada independentemente da predicao
dos outros genes, o que representa um tipo de decomposicao do sistema consistente com o que é
observado na natureza. O Axioma iv significa que o sistema possui uma trajetoria principal, ou
seja, existe uma trajetéria que é muito mais provavel que as outras. O axioma v significa que
0s genes atuam como uma porta nao linear disparada por um balanco entre entradas inibidoras

e ativadoras, de forma andloga a como os neurdnios sao ativados.
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2.2 Biologia do Ciclo Celular

O ciclo celular é uma seqiiéncia ordenada de eventos pela qual a célula se duplica e divide em
duas células filhas. E o mecanismo bésico pelo qual todos os seres vivos se reproduzem. A
organizagao basica do ciclo e seu sistema de controle tem sido altamente conservados durante
a evolucao e sao essencialmente os mesmos em todas as células eucariotas, particularmente no
conjunto minimo de processos que permitem realizar a tarefa mais fundamental: transmitir a

informacao genética para a préxima geracao de células [7, 8|.

M PHASE

mitosis
(nuclear
division)

cytokinesis
(cytoplasmic
division) .-

G, PHASE

INTERPHASE

S PHASE R FLASE

(DNA replication)

Figura 2.4: Fases do Ciclo Celular (extraida de [8]).

O ciclo celular eucarioto é tradicionalmente dividido em quatro fases seqiienciais: G1, S,
G2 e M (Figura 2.4). As fases G, S, e Go, conjuntamente, sdo chamadas interfase. A célula
cresce continuamente durante a interfase, onde o evento mais importante é a replicacao dos
cromossomos, isto é, sintese de DNA e principalmente histonas, proteinas béasicas componentes
essenciais da cromatina, que ocorre na fase S. A fase S e a fase M estao usualmente separadas

por duas fases intermedidrias (“Gap phases’) chamadas G e G2. O comprimento da fase G
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varia grandemente, dependendo do tipo celular e de condicdes externas ou sinais extracelulares
provenientes de outras células, enquanto o comprimento das demais fases, S, G2 e M, varia
muito pouco, mesmo para diferentes espécies de organismos. Se as condicoes extracelulares sao
desfavoraveis desfavoraveis ou os sinais externos inibitérios prevalecem, as células atrasam a
progressao para o estado G1 ou mesmo regridem ao estado de repouso conhecido como Gy (G
zero), onde podem permanecer por tempo indeterminado (horas, dias ou anos). Em condigoes
extra celulares favoraveis e sob a acao de sinais externos estimulatorios, as células retornam ao
ciclo, fazendo a transicdo Gy G e progredindo através de G até iniciar a replicagdo do DNA, a
qual uma vez iniciada é irreversivel, seguindo-se G5 e mitose. Durante a fase M, os cromossomos

replicados sao separados em niicleos diferentes (mitose) e a célula se divide em duas (cytokinese).

2.2.1 Sistema de Controle do Ciclo Celular

O sistema de controle do ciclo celular estd formado por uma rede complexa de proteinas regu-
ladoras que governam a progressao através do ciclo. A parte central deste sistema esta formada
uma serie ordenada de comutadores biolégicos que controlam os eventos principais. Outros
niveis de regulacao melhoram a fidelidade da divisao celular e permitem ao sistema de controle
responder a sinais provenientes de dentro e fora da célula. O sistema de controle supervisiona a
progressao ordenada pelo ciclo celular adiando determinados eventos quando outros anteriores
precisam ainda ser completados. Também monitora e integra sinais de fora da célula —de outras
células ou do ambiente intercelular— estimulando ou bloqueando a divisao celular dependendo
da necessidade ou nao de mais células.

Um controlador central dispara os principais eventos do ciclo celular em uma seqiiéncia bem

determinada. Algumas caracteristicas que o sistema de controle possui sao as seguintes:
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e Um temporizador —ou relégio interno— assegura que cada evento seja ativado em um momento

especifico, atribuindo a cada evento uma quantidade especifica de tempo para ser completado.
e Os eventos sempre sao iniciados na ordem correta.
e (Cada evento ¢ ativado somente uma vez por ciclo.
e (Os eventos sao ativados em uma forma completa e irreversivel.

e Mecanismos paralelos (redundantes) fornecem robustez aumentando a tolerancia a falhas de partes

do sistema de controle.

e Adaptabilidade: o comportamento do sistema pode ser modificado para se adaptar a condigoes
ambientais ou tipos de células especificas, sem que estes fatores afetem suas fungoes bésicas (outra

forma de robustez [27]).

Robustez: o sistema mantém suas fungoes bésicas apesar de perturbagoes externas ou internas.

O sistema de controle também recebe informacao de volta dos processos que esté controlando,
na forma de sinais de realimentacao. No caso de que alguns eventos nao tenham sido completa-
dos, pode deter o ciclo celular em certos “checkpoints” —pontos de inspecao ou de controle—
especificos. Estes “checkpoints” operam geralmente através de sinais de realimentagdo negativa

intracelulares.

As componentes moleculares centrais do sistema de controle do ciclo celular pertencem a uma,
familia de proteinas kinases conhecidas como CDKs (Cyclin-Dependent Kinases), cuja atividade
depende da associacao com sub-unidades reguladoras chamadas ciclinas. Uma seqiiéncia orde-
nada de atividades de complexos ciclina-CDK dispara a maioria dos eventos do ciclo celular.
Desta forma, a ativagao dos complexos ciclina-CDK da fase S inicia a fase S, enquanto a
ativagao dos complexos ciclina-CDK da fase M dispara a mitose. As atividades dos complexos

ciclina-CDK sao influenciadas por varios mecanismos moleculares: fosforilizagao, ligagao de
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proteinas inibidoras, protedlise de ciclinas, transcricao de genes que codificam reguladores das
CDKs, etc.. Dois complexos de enzimas, SCF e APC sdo também componentes cruciais do
sistema de controle do ciclo celular. Eles, induzindo a degradacao de reguladores especificos,
disparam varios eventos criticos do ciclo celular. A progressao pelo ciclo celular é regulada com
precisao por varios mecanismos de inibidores capazes de deter o ciclo celular em pontos de cont-
role —checkpoints— especificos quando eventos nao sao completados com sucesso, quando existe
dano de DNA, ou quando as condi¢oes extracelulares ndo sao favordveis. Apesar de que o ciclo
celular tem sido extensamente estudado, muitos dos detalhes de como atuam os mecanismos,

como assim certos mecanismos especificos, sdo ainda desconhecidos e motivo de pesquisa.
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2.3 Modelos Recentes de Ciclo Celular

Modelos de ciclo celular vem sendo desenvolvidos ao longo de décadas. Mas, recentemente
destacam-se aqueles dirigidos a modelagem do ciclo celular de leveduras, pelo avancado con-
hecimento da biologia molecular e celular desses organismos. Existem tanto modelos continuos
como discretos. Entre os modelos continuos, o desenvolvido pelo grupo de John J. Tyson é um
dos mais completos [28, 29, 30, 1]. Ele esta formado por mais de sessenta equagoes diferenciais
deterministicas envolvendo as taxas de crescimento das concentragoes de proteinas. O maior
inconveniente deste tipo de modelos reside na grande quantidade de parametros a serem medi-
dos ou estimados. Aqui, a disponibilidade de dados provenientes de medicées e a qualidade da

estimacao dos que nao se dispoe delas, devem ser consideradas.

Dentre os modelos discretos de ciclo celular, descreveremos em detalhe na seguinte subsecao
o de Li et al., o qual simulamos a fim de comparar seu desempenho com o nosso modelo do
controle da progressao do ciclo celular (Secao 3.2). Tal modelo tem algumas similaridades com
nossa abordagem, no sentido que se trata de um modelo discreto simplificado incluindo s6 os
principais reguladores do ciclo celular, focalizando no comportamento dindmico global da rede

mais que nos detalhes moleculares [2, 5].

A estocacidade, tanto em modelos continuos como discretos tem sido incluida em forma

muito limitada (por exemplo em [31]).

2.3.1 Modelo de Li et al. do Ciclo Celular da Levedura

Realizamos estudos de estabilidade e robustez em um modelo bindrio deterministico do controle

do ciclo celular da levedura de Li et al. [3]. O modelo foi inteiramente construido a partir de
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conhecimento biolégico estabelecido, depois de realizar estudos extensivos da literatura. Dos
~800 genes envolvidos no processo do ciclo celular da levedura [16], foi selecionado um pequeno
conjunto dos reguladores mais importantes —responsaveis pelo controle do ciclo celular— para

construir um modelo com cada interacao entre as varidaveis devidamente documentada.

® CS (“Cell Size”: Tamanho Celular)

SBF MBF
./C|n3 ®
w

Mcm1/SFF

>®swis

Figura 2.5: Arquitetura do modelo simplificado do ciclo celular da levedura (da Figura 1B de [3]).

A Figura 2.5 ilustra a arquitetura de rede da versao simplificada deste modelo. Nela, cada
no ¢ possui um estado bindrio x; = 1 ou x; = 0. Uma seta de linha cheia de ¢ para j indica uma
acao ativadora do né 7 sobre o né j, a qual é quantificada por um peso a;; = 1 associado a essa
seta. Uma seta de linha de tragos de ¢ para j indica que o né i tem um efeito inibidor sobre o
noé j, representado por um peso a;; = —1. Se nao ha nenhuma seta do né ¢ para o né j, o né 1

nao influi no estado futuro do né j, o que é representado por um peso a;; = 0.

O vetor funcao de transicao determina a dinamica do sistema, e possui uma componente
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associada a cada né 7 da rede:

z;(t)

1
0

.Ti(t - ].)

\

se di(t—1) >0
sed;i(t—1) <0

se di(t—1)=0

onde d;(t — 1) = > aji(t — 1) —fun¢do excitadora de z;— representa a entrada total sobre a

J

variavel z;.

Estado Cln3 --- McmSFF Fase
Si 10001000100 START
So 01101000100 Gy
Ss 01111000100 G,
Sy 01110000000 G
Ss 01110001000 S
Se 01110001011 Go
S7 00010011011 M
Ss 00000110011 M
So 00000110111 M
S1o 00000110101 M
S11 00001110100 M
S 00001100100 G,

Ssay 00001000100 (G, Estaciondrio

Tabela 2.1: Lista simplificada de estados da via bioldgica. As varidaveis de estado sao indicadas
nesta ordem: Cln3, MBF, SBF, Cln12, Cdhl, Swi5, Cdc20Cdc14, Clb56, Sicl, Clb12, Mcm1SFF.

O processo de auto degradacgao é indicado na Figura 2.5 por lagos de linha de pontos nos

nds que ndo sdo negativamente regulados por outros nds. A auto degradacdo nestes nos é

representada pela seguinte propriedade: se um né i com auto degradacao tem valor x;(t) =1 e
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sua entrada total de t +1 até t+t4 é zero, entao serd degradado em ¢ +t4, ou seja z;(t +t4) = 0.
Os resultados apresentados no artigo [3], foram obtidos com ¢; = 1 e os pesos previamente

indicados.

O ciclo celular comega quando o estado estaciondrio Gy é ativado por CS (Cell Size =
tamanho da célula), ou seja quando a célula cresce acima de um certo limiar. A Tabela 2.1 mostra
a evolucao temporal dos estados pela via bioldgica, passando por todas as fases seqiienciais do
ciclo celular, desde o estado (G; excitado, a fase S, a fase Go, a fase M, até o estado estacionério

(G1 onde permanece.



Capitulo 3

Modelagem do Ciclo Celular

3.1 Modelo PGN do Ciclo Celular da Levedura

Para estudar o efeito do ruido e do aumento do nimero de niveis de sinal, traduzimos o modelo

de Li et al. do ciclo celular da levedura [3] em um modelo PGN de trés niveis.

3.1.1 Caso Deterministico de Trés Niveis

Um passo intermédio antes de construir o modelo PGN de trés niveis foi mapear o modelo
bindrio deterministico de Li et al. em um modelo deterministico de trés niveis onde as varidveis
de estado assumem valores em R = {0,1,2}. Sendo que a matriz de transicio my|x de uma
PGN ¢ quase deterministica, este é simplesmente um caso limite da PGN que ocorre quando
a probabilidade das transi¢oes mais provaveis p,, — 1, e representa um sistema com total

auséncia de ruido.

O mapeamento realizado se ilustra na Tabela 3.1. A tabela da esquerda representa a funcao

de transi¢cao do modelo do ciclo celular da levedura binario deterministico definida na Segao 2.3.1,

27
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Binario 3 Niveis (0, 1, 2)
2 (t) i (t)
di(t) |zi(t—=1)=0|z(t—1) =1 di(t) |zi(t—1)=0|z;(t—1)=1|zi(t —1) =2
3 1 1 3 2 2 2
2 1 1 2 2 2 2
1 1 1 1 1 2 2
0 0 1 = o 0 1 2
-1 0 0 -1 0 0 1
-2 0 0 -2 0 0 0
-3 0 0 -3 0 0 0

Tabela 3.1: Mapeamento do modelo binario deterministico no modelo de trés niveis deter-
ministico do ciclo celular da levedura. Para as varidaveis com a propriedade de auto degradacao,
o valor de x;(t) é aquele da coluna de z;(t — 1) = 0, independentemente do valor x;(t — 1).

e a tabela da direita representa seu mapeamento para a funcao de transicdo de trés niveis
deterministica. O valor binério 1 foi mapeado para 2 no modelo de trés niveis, e o valor binério
0 foi mapeado para 0. Valores intermédios (das fungoes de excitacao —entrada— e de saida
da fungao de transigdo) foram mapeados de forma conveniente, ou seja, de forma que fiquem
entre os que possuem uma, correspondéncia exata. Quando uma varidvel x; tem a propriedade

de auto degradagao (lagos de linha de pontos na Figura 2.5), o valor de z;(t) é aquele da coluna

de z;(t — 1) = 0, independentemente do valor real de z;(t — 1).

A Figura 3.1 mostra uma simulacio' deste modelo quando seu estado estaciondrio G é
ativado por um tnico pulso de C'S =2 em t = —1. O sistema percorre seqiiencialmente todas as
fases da via biolégica do ciclo celular, desde o estado GG excitado, as fases S, Go, M, até o estado
estaciondrio (G1, onde permanece na auséncia de sinal de ativacdo C'S. A seqiiéncia do ciclo
celular, tem um comprimento total de 13 passos de tempo discreto (periodo do ciclo). Como era

de esperar, este modelo de trés niveis deterministico tem exatamente o mesmo comportamento

'Todas as simulagdes foram realizadas com SGEN (Simulator for Gene Expression Networks) [20].
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Figura 3.1: Simulagao do modelo do ciclo celular da levedura de trés niveis deterministico,
ativado por um unico pulso de CS = 2 em t = —1. Depois do estado “START” em ¢t = 0,
o sistema percorre a via bioldgica, passando por todas as fases seqiiencias do ciclo celular: Gy
emt =123 Semt=4; Goemt =5 Memt==6,...,10; G; em t = 11; e a partir de
t = 12 o sistema permanece no estado estacionario G; —toda as varidveis em nivel zero exceto

Sicl = Cdhl = 2.

dinamico do modelo bindrio de [3], a partir do qual foi derivado.

3.1.2 Especificagao da PGN

A entrada total que atua sobre uma variavel de estado genérica x;(t) € {0,1,2} (1 <i< N)é

representada por sua funcdo excitadora associada:

N
di(t — 1) = Zajixj(t — 1). (3.1)

Como este ¢ um sistema com memdria m = 1, a;; = a}i = ¢ o peso da varidvel x; no tempo

t —1 na funcao excitadora da varidvel x;. Se a varidvel z; ativa a varidvel z; (seta de linha cheia
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na Figura 2.5), entdo aj; = 1; se a varidvel z; inibe a varidvel z; (seta de linha de tracos na

Figura 2.5), entao aj; = —1; de outra forma, aj; = 0. Seja

2 se di(t—1)>th2,,
filt) =4 1 se thl,, <di(t—1) < th2,, (3:2)

0 se di(t—1) <thl,,,

a funcdo de transicdo estocdstica

escolhe como préximo valor de cada variavel

fi(t) com probabilidade P =1,
z;i(t) = a  com probabilidade (1 — P)/2, ou (3.3)

b com probabilidade (1 — P)/2,

onde a,b € {0,1,2} — {y;}, e thl,,, th2;, sdo os limiares para os valores de saida "1’ e 2" na
componente da funcao de transicdo associada a varidvel z;. Esta componente é uma instan-
ciacao da composicao da funcao estocdstica g; com as combinagdes lineares « e 3, indicada na
Subsecao 2.1.4 como conseqiiéncia dos axiomas da PGN. Para que este modelo convirja para o
deterministico da se¢@o anterior (Tabela 3.1) quando P — 1, os limiares devem ter os seguintes
valores. Se a varidvel z; tem a propriedade de auto-degradacao (lagos de linha de pontos na
Figura 2.5), thl,, =1 e th2,;, = 2. Se nao hé auto-degradagao no né i, estes limiares dependem

do valor prévio de x; da seguinte forma:
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zi(t—1)=0 zi(t—1)=1 zi(t—1)=2

thi,, 1 0 1

th2,, 2 1 0

3.1.3 Simulacoes do Modelo PGN de Trés Niveis do Ciclo Celular da Leve-

dura na Presenca de 1% de Ruido

Simulamos o modelo PGN de trés niveis do ciclo celular da levedura com probabilidade P =
0.99, para representar a presenga de 1% de ruido no sistema (um resumo mais completo destas

simulagoes na Subsecao A.1.1 do Apéndice A).

2 | 1T I o | . | 1
MleSFF 0 L B Ln || I 1 11 Il 11 1
2 Nyl n | 1 - 1
C|b12 0 L I_T1 1L I L 11 11 1
sic1 6 FLI R, S e e B e B
2 ml
C|b56 0 I'1 IL 11 Il I'L
2 . | I 3
» CdCZOCdCl4 0 L |y Ny N g | 100 1 L 11 I 11 Ll
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8 swis 5 F-Fh o T i ) P oy S
> 2
© I I 1 I | | p— | I 1
? 2
]
C|n12 0 1 1 I— L 11 L I1 11
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SBF 0 L 1 | p— 1L I 1 1 0 |
2 I—1 ]
MBF 0 T 1 | p— I LT 1 Il
2 I
Cin3 0 n 1
2
CsS 0
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Time Steps

Figura 3.2: Simulacao do modelo PGN de trés niveis do ciclo celular da levedura com 1% de
ruido (PGN com P = 0.99) ativado por um tnico pulsos de C'S = 2 em t = —1. Depois do tempo
t = 12 o sistema deveria permanecer no estado estacionario G; —todas as varidveis em nivel
zero, exceto Sicl = C'dhl = 2— (comparar com a Figura 3.1), mas esta pequena quantidade de
ruido (1%) é suficiente para tirar o sistema completamente fora do seu comportamento normal.

A Figura 3.2 mostra uma simulagdo de 200 passos do sistema quando o estado estacionario
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G é ativado por um tnico pulso de CS = 2 em t = —1. Comparando com a Figura 3.1,
observamos que esta pequena quantidade de ruido é suficiente para degradar completamente
o comportamento do sistema. Em particular, é observado que quando o sistema deveria per-
manecer no estado estacionario G; depois do tempo do periodo do ciclo —13 passos— e sem
nenhum sinal ativador CS, o ruido nao é resistido pelo sistema e abundantes formas de onda

espurias sao geradas.

Seguidamente, simulamos o sistema aumentando a freqiiéncia dos pulsos ativadores C'S.
Na Figura 3.3(a) (C'S = oscilador de periodo 20) a distancia entre os pulsos ativadores C'S
é maior que o periodo do ciclo, e portanto, quando um novo pulso ativador chega, o ciclo
prévio ja foi completado. Na Figura 3.3(b) (CS = oscilador de periodo 6) o tempo entre pulsos
ativadores consecutivos é menor que o periodo do ciclo e, portanto, alguns pulsos ativadores
atuam quando ainda o ciclo anterior nao foi finalizado. Nestas figuras, como na Figura 3.2 e
nas simulagoes da Subsecao A.1.1, o ruido perturba seriamente a progressao da onda de sinal
do ciclo celular, como também tira ao sistema fora do estado estaciondrio G; quando deveria
permanecer nele. Verificamos que sem ruido o sistema se comporta normalmente: todos os
ciclos iniciados percorrem a via biolégica e concluem, e um novo ciclo nao é iniciado por um
sinal ativador C'S quando o ciclo anterior ainda nao finalizou. Concluimos que este sistema nao

é robusto na presenca de ruido estocédstico com probabilidade de acontecer de apenas 1%.
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Figura 3.3: Simulac¢ao do modelo PGN de trés niveis do ciclo celular da levedura com 1% de ruido
(PGN com P = 0.99) ativado por pulsos de C'S de freqiiéncia crescente. A pequena quantidade
de ruido presente no sistema é suficiente para destruir a onda de sinal da via bioldgica do ciclo

celular.
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3.2 Nosso Modelo de Controle da Progressao Ciclo Celular

Usamos a PGN para construir um modelo hipotético baseado em componentes e caracteristicas
estruturais encontradas em sistemas biolégicos (integradores, redundéncia, sinais ativadores e
inibidores, realimentagao negativa e positiva, etc.), que apresenta um comportamento dinamico
similar aos observados em sistemas reais de controle do ciclo celular: propagacao de ondas de
sinais de controle, ativacao seqiiencial e ordenada de processos com a correta temporizagao,

estabilidade ante mudancas nos sinais de entrada, robustez frente a certos tipos de ruido, etc.

Durante a progressao do ciclo celular biolégico, determinadas familias de genes sao expressas
—transitéria ou sustentadamente— em momentos especificos: determinadas fases ou transicoes
entre fases do ciclo celular. Em células de mamiferos, a transicao Go/G1 do ciclo celular requer
da expressao sequencial de genes que codificam familias de fatores de transcricao. Por exemplo,
os genes fos, c-fos e fos B sdo essencialmente regulados no nivel de transcrigdo e expressos por
um breve periodo de tempo (0,5 a 1 h), exibindo mRNAs e proteinas de vida média muito
curta. Por outra parte, a progressao pela fase G; e a transicdo G1/S s@o controladas pela
maquina reguladora do ciclo celular formada por proteinas de expressao prolongada (CDKs
—“Cyclin-Dependent Kinases”— e a proteina Rb) ou transitéria (ciclinas D e E). Os genes que
codificam as ciclinas D e E sdo transcritos na metade e no final da fase Gy, respectivamente.
Em realidade, existem varias CDKs que regulam a progressao ao longo das fases e transicoes do
ciclo celular, cujas atividades dependen de ciclinas que sao expressas transitoriamente seguindo
uma ordem seqiiencial rigorosa. Este tipo de regulacao da progressao do ciclo celular resulta
altamente conservada nos eucariotos, desde a levedura até os mamiferos, e para representar
esta caracteristica central do ciclo celular bioldgico, organizamos nosso modelo em camadas

sucessivas de genes expressos seqiiencialmente no tempo. A onda de expressao génica regula o
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Figura 3.4: Arquitetura do nosso modelo estrutural do controle da progressao do ciclo celular.

momento especifico em que as diversas fungoes sao executadas, sua duracao, e o avango ordenado

na progressao do ciclo celular.

A Figura 3.4 ilustra a arquitetura de nosso modelo de controle da progressao do ciclo celu-
lar [13, 14]. Diversos sinais regulatérios (ativadores —para frente, no sentido da onda de sinal—
e de realimentagdo —mnegativa— entre as camadas de genes s, T,v,w,x,y e z) determinam o
comportamento dinamico do sistema. As camadas de genes representam etapas consecutivas
durante fases classicas do ciclo celular G1, S, G3 e M. Estao constituidas por genes —varidveis
de estado— expressos durante a execucao de cada etapa e agrupadas em dois partes principais:

i) fase G; —camada s— que representa o crescimento da célula imediatamente antes do inicio
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da replicacdo do DNA (i.e. fase S), durante a qual a célula responde a estimulos regulatérios
externos (sinal I na figura 3.4) e ii) fases S, Gy e M —camadas T, v, w, X, y e z— desde
a replicacdo do DNA até a mitose. O gene T disparador da fase S representa um importante
“checkpoint” (ponto de controle) do ciclo celular, atuando como interface entre os sinais re-
guladores da fase (G1 e a iniciagdo da replicagdo do DNA. O sinal F, indicado na Figura 3.4,
representa a integracao no gene 1" dos sinais ativadores provenientes da camada s. Partimos
da suposicao basica de que o sistema de controle do ciclo celular estd formado por médulos de
ondas seqiiéncias paralelas de expressao génica (camadas s a z) organizadas ao redor de um
“checkpoint” (gene disparador T") que integra sinais ativadoras e de realimentagao negativa. Por
exemplo, o gene disparador 1" integra os sinais ativadores provenientes da camada s, e de reali-
mentagao negativa provenientes das camadas seguintes, evitando a iniciacao de uma nova onda
de expressao génica —novo ciclo— enquanto a onda anterior ainda nao acabou de realizar seu
ciclo. Uma serie de médulos de “checkpoint” ao longo do ciclo regulam o crescimento celular e a

replicacao do genoma durante as fases seqiiencias G1, S e G2 e a duplicagao celular pela mitose.

A figura 3.5 mostra um exemplo tipico dos sinais regulatdrios que atuam sobre um destes
modulos. No caso, o gene w; é eventualmente excitado pelos sinais ativadores e inibidores
indicados na parte a) da figura. A componente da funcdo de transi¢do associada a w; recebe
como entradas estes sinais e com eles determina o proximo valor de expressao do gene. Quando
expresso, wy envia os tipos de sinal indicados em b) para as demais varidveis do sistema. Desta
forma, em nosso modelo, a expressao de um dos genes nas camadas v até z (depois do gene

disparador 7" na Figura 3.4), tipicamente gera trés tipos de sinais:

e Um sinal ativador para os genes da prozima camada de controle, tendente a fazer progredir

a seqiiéncia do ciclo celular.
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Figura 3.5: Exemplo de sinais regulatérios tipicos em nosso modelo. Os sinais em a) determinam
o nivel de expressao futuro do gene wi, o qual —quando expresso— emite os sinais indicados
em b).

e Um sinal de realimentacao inibidor para os genes da camada anterior tendente a deter o

avango de uma nova onda de sinal —no sentido do ciclo celular— durante algum tempo.

e Um sinal de realimentacdo inibidor para o gene disparador T que tende a evitar o inicio

de uma nova onda de expressao génica enquanto o ciclo atual esta ainda em andamento.

Os sinais de realimentacao negativa desempenham uma importante funcao reguladora —e
temporizadora— tendente a assegurar que uma nova onda de sinal nao seja disparada nem propa-
gada a traves do sistema enquanto a anterior ainda nao acabou sua progressao pela seqiiéncia do
ciclo celular. Isto impde no modelo algumas caracteristicas essenciais de robustez do ciclo celular
biolégico, tais como o disparo em forma tnica e irreversivel dos eventos, e que o presente ciclo
deve ser completado antes de iniciar de um novo ciclo de divisdo celular. A realimentacdo neg-

ativa é o principal mecanismo de controle que permite uma resposta robusta a pertubacoes nos
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sistemas bioldgicos [27]. Por outra parte, as vias de sinalizagao paralela atuam como mecanismos

de reserva fornecendo outro tipo de robustez ao aumentar a tolerancia a falhas do sistema.

3.2.1 Especificacao Completa da PGN

A entrada total que atua sobre uma varidvel genérica x;(t) € {0,1,2} (1 <i < N) é represen-

tada por sua func¢ao excitadora associada:

N m
m@-&):}j}j@ﬁﬂt—m (3.4)

onde m é a memoria do sistema, e a;‘?i ¢ o peso da varidvel 2; no tempo ¢ —k na funcao excitadora

da variavel z;. Seja

2 se di(t—1) > th2,,
yilt) =9 1 se thly <di(t—1) < th2,, (3.5)

0 se di(t—1)<thl,,,

a funcao de transi¢do estocdstica escolhe como préximo valor de cada varidavel

yi(t) com probabilidade P =1,

zi(t) = a  com probabilidade (1 — P)/2, ou (3.6)

b com probabilidade (1 — P)/2,

onde a,b € {0,1,2} — {y;} e thly,, th2,,, sdo os limiares para os valores de saida ’1’ e "2’ na
funcao de transicao do gene ;.
A Tabela 3.2.1 mostra os valores dos pesos da PGN e os limiares da funcao de transicao

usados. Nela, a}“l- é 0 peso para os valores de expressao dos genes na camada j no tempo t — k
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Pesos

Limiares

akp=6,k=5,6,...,9

1 _ A
a.jP - _277 =v,w,r,Y,z

th'd) = 9,th? =12

ak, =4,k=5,6,...,9

ak =-2k=1,2

wv

thi" = 11,th) = 22

th{) = 20, th? = 35

thi) = 20,th? = 28

ak, = —1,k=1,2
al, =2 th{) = 6,th{?) =12
a5 =2 tht) = 4.th? =8

Tabela 3.2: Valores dos pesos da PGN e limiares da funcao de transicao.

na funcao excitadora no tempo t dos genes da camada i. Os valores nao mostrados na tabela

sao zero e os limiares sao os mesmos para todos os genes de uma mesma camada.

3.2.2 Resultados Experimentais

Simulamos nosso modelo hipotético do sistema de controle da progressao do ciclo celular, como

uma PGN com P = 0.99 (1% de ruido no sistema) excitada por diferentes sinais de ativacao

F', os quais representam a integracao de sinais provenientes da camada s no gene disparador 1T’

(um resumo mais completo destas simulagoes na Subsecao A.2.1 do Apéndice A). Comegamos

com um tunico pulso de ativagao (F = 2), e continuamos com pulsos de F' de freqiiéncia cres-

cente —periodo decrescente—, ou seja, pulsos de ativacao cada vez mais freqiientes —em cada

simulagao— até chegar a um sinal de ativagdo constante F = 2.
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Figura 3.6: Simulacao de nosso modelo PGN de trés niveis do sistema de controle da progressao
do ciclo celular, com 1% de ruido (PGN com P = 0.99) e novos pulsos de ativagao de F ocorrendo
depois de que o ciclo anterior finalizou.
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A condigao inicial adotada em todas as simulagoes de nosso modelo foi que todas as varidveis
correspondentes as camadas T até z tem valor zero nos m —memoria do sistema— instantes
de tempo prévios, o que representa, no modelo, o estado estacionario (G1, no qual o sistema
permanece depois de acabado o ciclo de divisao e em auséncia de uma ativagao F' suficiente para
iniciar um novo ciclo (em esta fase a célula cresce ao mesmo tempo que monitora estimulos ex-
ternos para decidir quando inicia uma nova divisdo). Por simplicidade, nas figuras, para ilustrar

a propagacao da onda de sinal mostramos apenas um gene representativo de cada camada.

Um unico pulso de F' (Figura 3.6(a)) faz o sistema passar por todas as etapas do ciclo celular
e depois permanecer novamente no estado estaciondrio G; —todos os sinais em nivel zero— com
uma quantidade muito pequena de ruido. Comparando esta simulagao com a da Figura 3.2,
observamos que o comportamento deste sistema quase nao é afetado por este nivel de ruido
durante o ciclo ou em estado estacionario. Esses pequenos pulsos adicionais que aparecem fora
dos trens de sinal, sdo o unico efeito observavel da presenca de 1% de ruido, pois eles nao
aparecem quando o sistema é simulado sem ruido (Figura A.27). A Figura 3.6(b) mostra que
quando novos pulsos de ativacao F' sao aplicados depois que o ciclo anterior finalizou, os ciclos

comecam e sao completados normalmente.

Quando os pulsos de ativacao F' chegam mais freqiilentemente, um novo ciclo é iniciado
somente se o anterior ja finalizou (Figura 3.7(a) —e também Figuras A.21, A.22 e A.23 do
Apéndice A). Os pulsos de F' que ocorrem quando um ciclo estd ainda em andamento, no
conseguem disparar o gene 7. Esta importante acao reguladora é devida ao efeito inibidor dos
sinais de realimentagao negativa provenientes das camadas posteriores —v a z—, que trazem
para o gene disparador 1" a informacao de que um ciclo anterior esta sendo executado e se opoem

ao disparo de uma nova onda de sinal (i.e., inicio de um novo ciclo de divisao celular). Vemos,
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(b) F' = Oscilador de Periodo 3.

Figura 3.7: Simulacao de nosso modelo PGN de trés niveis do sistema de controle da progressao
do ciclo celular, com 1% de ruido (PGN com P = 0.99) e pulsos ativadores de F' que arribam
eventualmente antes do que o ciclo prévio termine.
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nestas simulagoes, que nao aparecem trens de sinal espirio geradas pelo ruido (os pulsos de
ruido ndo conseguem se propagar, pois sao detidos pelas realimentacoes negativas), e que o ruido
nao consegue deter a progressao normal da onda do ciclo celular (todos os ciclos normalmente
iniciados executam sua seqiiéncia normal e terminam). Ou seja, a robustez estrutural fornecida
pelas realimentacoes negativas favorece a propagacao da onda de sinal do ciclo celular e inibe a
propagacao de ondas de sinal espiirio. Se um trem de pulsos F' muito freqiiente consegue disparar
o gene T antes do que ciclo em andamento termine, esse sinal nao consegue se propagar a traves
das camadas seguintes (Figuras 3.7(a), A.21, e A.22). O avanco desse sinal ¢ inibido pelos sinais
de realimentagao negativa que as camadas por onde o ciclo anterior estd passando enviam para a
camada anterior. Estas realimentacoes negativas para a camada anterior fornecem também um
efeito temporizador, dando a cada etapa —ou camada— uma determinada quantidade de tempo
para os processos sendo controlados, detendo o avango de uma nova onda de sinal proveniente
das camadas anteriores por algum tempo. Por meio destes dois tipos de realimentacao negativa
—para a camada anterior e para o gene disparador T— o sistema consegue resistir o excesso de
ativagao mantendo seu periodo natural, de forma andloga ao que acontece na natureza no ciclo

celular biolégico.

Finalmente, em concordancia com o fato de que a robustez dos sistemas biolégicos néo é ilim-
itada, uma ativagao muito freqiiente (periodo 3, periodo 2 ou F' = 2 constante —Figuras 3.7(b),
A.25 e A.26) consegue de fato vencer a resisténcia das realimentagoes negativas e tirar ao sistema

fora do seu comportamento normal.

Para realizar a comparacao do modelos de Li com o nosso, simulamos ambos com 1% de
ruido. Em outras simulacoes, aumentamos gradualmente o ruido no nosso modelo para averiguar

quanto ele pode resistir —Subsecdo A.2.2—, e diminuimos gradualmente o ruido no modelo
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de Li para determinar a menor quantidade que tem efeitos nao desejados na sua dinamica
—Subsegao A.1.2—. Em nosso modelo, observamos que é necessario um ruido acima de 3%
para que um pulso de ruido consiga se propagar como um trem de sinal espurio (Figura A.30)
e 5% de ruido é necessirio para deter uma onda de sinal normal, evitando que finalize o ciclo
em andamento (Figura A.32). Nas simula¢oes do modelo bindrio de Li, observamos que, com
um ruido t&o pequeno como 0.05%, um pulso espirio consegue se propagar até o final do ciclo

(Figura A.16).
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3.3 Modelo do Controle da Progressao do Ciclo Celular com

Atrasos Aleatorios

Ampliamos nosso modelo para que ele admita a possibilidade de atrasos aleatorios nos seus sinais
regulatorios, mantendo seu comportamento, estabilidade e robustez anteriores. Tais atrasos
introduzem uma nova forma de estocacidade —nos parametros do sistema— tentando modelar
o tempo varidvel em que os sinais intra-celulares exercem seu efeito regulador, devido a diversos

motivos, tais como localizagao espacial, degradacao de componentes ativos, etc..

3.3.1 Especificacao da PGN

Nesta versao do modelo, antes de calcular a funcao excitadora de cada varidvel, a componente
da funcao de transicao associada a ela escolhe um atraso aleatério t; para seus argumentos, com

a distribuicao de probabilidades dada na Tabela 3.3.

ta P(ta)
0 0.2
1 0.6
2 0.2

Tabela 3.3: Probabilidades dos atrasos tq.

Uma vez sorteados estes atrasos, a fungao de transicao estocastica definida na Subsegao 3.2.1,
usando os pesos e limiares indicados na Tabela 3.4, calcula a evolucao temporal do sistema. Os
parametros da funcao de transicao, mais especificamente os pesos da PGN, dependem destes

atrasos varidveis. Tal como é indicado na Tabela 3.4, os atrasos produzem deslocamento tempo-
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ral dos pesos, e assim, das entradas da funcao excitadora de cada varidvel. Este sistema ja nao
¢é invariante por translagdo no tempo, mas adaptativo. A cada passo ele escolhe uma PGN de
um conjunto de PGNs candidatas (cada uma determinada por uma das possiveis combinagoes
de atrasos de suas varidveis de estado). O sistema de controle —atuando por médio das reali-
mentacoes negativas— deve se adaptar as mudancas dos parametros e manter a funcionalidade

do sistema, ou seja, deve ser robusto ante a perturbagao de seus parametros internos.

Pesos (k=F +tg) Limiares
akl, =6,k =5,...,9 thi) =9
af/T =-133;j=v,w,z,y,2; k' =1 thg?) =12

a?ép =-067;7 =v,w,x,y,2; k' =2

akl =5k =5,...,9 thi) =11
ak = 077K =1,...,9 th{? =22
ok =T K =3,...,7 thi) =15
a¥ =—-083,k =1,...,9 th'? =25
ak =6,k =4,...,8 th) =20
ab =177, K =1,...,9 th{?) = 28
ak, =3,k =6 thy) =6

thi? =12

ak, =3,k =6 th) = 4

th? =8

Tabela 3.4: Valores dos pesos da PGN e limiares da funcao de transicao no modelo com atrasos
aleatorios nos sinais de regulagao.

Na Tabela 3.4, afi indica o peso dos valores de expressao dos genes na camada j no tempo
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t —k (onde k = k' —t4) na fungao excitadora dos genes da camada i no tempo ¢. Os valores nao
mostrados sao zero. Os limiares sao os mesmos para todos os genes de uma mesma camada, mas
o atraso tg nao é. Ele é escolhido individualmente para cada gene pela componente da funcao

de transicao associada a ele em cada instante de tempo discreto ¢.

3.3.2 Resultados Experimentais

Este novo modelo com atrasos aleatérios foi simulado nas mesmas condigoes que o modelo ante-
rior atingindo um comportamento dindmico similar (um resumo mais completo destas simulagoes
na Subsecao A.2.3 do Apéndice A). Os atrasos aleatdrios com que os sinais sao deslocados em
cada passo da simulagao, fazem que a largura das formas de onda e o periodo do ciclo resultem

variaveis e mais compridos que no modelo prévio.

A Figura 3.8 mostra o comportamento do sistema quando ele é ativado por um tnico pulso
de F' = 2 e por um trem de pulsos de periodo maior do que o periodo do ciclo. O sistema se
comporta normalmente, com uma pequena quantidade de ruido, de intensidade muito menor

que a dos sinais de regulagao.

Quando os pulsos chegam mais freqiientemente e o periodo do sinal ativador é mais curto
que o periodo do ciclo (Figura 3.9(a)), um novo ciclo nao é iniciado se o ciclo anterior ainda
nao foi completado. Finalmente, quando a ativagdo F' se torna muito freqiliente ou constante
(Figura 3.9(b)), as realimentacoes negativas nao conseguem mais exercer sua agao reguladora e
o sistema sai do seu comportamento normal.

Estes resultados mostram a estabilidade e robustez do modelo proposto para o controle da

progressao do ciclo celular na presenca simultanea de ruido e atrasos aleatdrios nos sinais de

regulagao, para uma ampla variedade de sinais ativadores [14]. Particularmente, mostram como
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(a) Um tunico pulso de inicio de FF =2 em t = —1.
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(b) F = Oscilador de periodo 60.

Figura 3.8: Simulacao de nosso modelo PGN de trés niveis do sistema de controle da progressao
do ciclo celular com atrasos aleatérios e 1% de ruido (PGN com P = 0.99), quando os pulsos
ativadores de F' chegam depois de que o ciclo anterior finalizou.
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Figura 3.9: Simulacao de nosso modelo PGN de trés niveis do sistema de controle da progressao
do ciclo celular com atrasos aleatérios, 1% de ruido (PGN com P = 0.99), quando os pulsos
ativadores de F' chegam antes de que o ciclo anterior termine e com ativacao constante [’ = 2.
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este tipo de realimentacgoes reguladoras é capaz de fornecer robustez ante a perturbagao de

parametros internos do sistema [27].

Testes exaustivos de estabilidade e robustez: Na Subsecdo A.2.4 do Apéndice A sao
apresentadas simulagoes —e sua interpretacao— referentes a testes realizados com o objetivo
de entender melhor o funcionamento do modelo, seu comportamento, limites de estabilidade
e robustez, e os efeitos produzidos pelos diferentes mecanismos de controle por realimentacao
negativa. Eles foram realizados nas seguintes condigoes: i) diminuindo gradualmente a forca das
realimentagoes, ii) eliminando algum tipo de realimentagao, e iii) aumentando gradualmente o

nivel de ruido presente no sistema.
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3.4 Modelo de Controle da Progressao do Ciclo Celular com

Atrasos Aleatorios e Realimentacao Positiva

Mediante a inclusao de realimentacao positiva, nosso modelo foi capaz de apresentar um com-
portamento autoexcitado, iniciando uma nova divisao celular depois da finalizacao da anterior,
sem necessitar de estimulo externo. Esse comportamento oscilatério é observado na natureza
na divisao das células embriondrias [10]. Em nosso modelo foi suficiente incluir um sinal de
realimentacao positiva do gene z —ultima camada— para o gene disparador T' para obter tal
caracteristica dindmica. A especificacdo da PGN é exatamente a mesma do modelo prévio com

atrasos aleatorios, agregando mais um peso diferente de zero: a];’T =7 (onde k =5+ tg).

3.4.1 Resultados Experimentais

Na simulacao da Figura 3.10 o sistema é ativado inicialmente por um tnico pulso de F' =
2 em t = —1,—2. De forma andloga ao ciclo celular embrionario, a realimentacao positiva
produz uma atividade auto-excitada, onde todos os ciclos sao completados normalmente e com
a temporizacao correta de todas as diferentes fases. Um novo ciclo comega logo apds a de que o
anterior foi completado, sem a necessidade de um novo sinal ativador F'. A Figura 3.10(b) mostra
que quando um sinal é enfraquecido pelo efeito combinado do ruido e os atrasos aleatérios, a
realimentacao positiva —em auséncia da ativacao F— consegue colocar o sistema de volta na sua
atividade ciclica de amplitude normal. Estas simulagbes mostram a flexibilidade deste modelo
PGN para representar diferentes tipos de comportamento dinamico, tal como o do ciclo celular
embrionario, onde a realimentacao positiva desempenha um papel central na manutencao de

oscilagbes nao atenuadas [14].
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(a) Devido a realimentacao positiva de z para T, um novo ciclo é iniciado

logo apds a finalizagdo do anterior, sem a necessidade de um novo sinal
ativador F. Este comportamento é tipico do ciclo celular embriondrio, o
qual depende de lacos de realimentagdo positiva para manter oscilagoes
nao atenuadas com a temporizacao correta.
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(b) O segundo ciclo em esta figura resulta algo enfraquecido (pelo efeito

do ruido e os atrasos aleatdrios), mas a realimentagdo positiva consegue
reverter a situacao (sem necessidade da ativagao de F') e o sistema retoma
sua atividade ciclica com amplitude normal.

Figura 3.10: Modelo de controle da progressao do ciclo celular com atrasos aleatérios e reali-
mentagao positiva do gene z para o gene disparador T’ (a’;T =7, k=>5+1t3), 1% de ruido e um
unico pulso ativador inicial F =2 em t = —1, —2.
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Conclusao

Elaboramos um modelo PGN hipotético do controle da progressao do ciclo celular inspirado na
descricao qualitativa de fendomenos biolégicos bem conhecidos: o ciclo celular é uma seqiiéncia
de eventos disparados por um sinal de controle que se propaga como uma onda; nele existem
subsistemas integradores de sinal; lagos de realimentacao negativa e positiva; estruturas repli-
cadas trabalhando em paralelo fazem o sistema tolerante a falhas. Nosso modelo reflete o fato
conhecido de que sistemas de controle no mundo real habitualmente sao estaveis, robustos,

tolerantes a falhas e sujeitos a pequenas variacoes probabilisticas de seus parametros.

Os parametros do modelo foram ajustados com base no comportamento esperado do sistema
através da andlise de simulagOes exaustivas. Este esfor¢o de modelagem nao tinha a intencao
de representar detalhes dos mecanismos moleculares tais como a cinética e termodinamica das
interacoes entre proteinas, funcionamento da maquinaria de transcricao, microRNA e regulagao
dos fatores de transcri¢ao, mas seus efeitos conjuntos no controle da expressao génica e no com-

portamento global da rede [2]. Trata-se de um modelo discreto simplificado capaz de reproduzir

53
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o0 comportamento genético qualitativo com a finalidade de lograr um melhor entendimento do
funcionamento dos mecanismos de regulacao do ciclo celular, estabelecendo hipdteses tteis para
ser investigadas no sistema real [5, 32]. O modelo é descrito de uma forma homogénea, simples
de implementar, e completamente caracterizado por umas poucas equagoes e uma tabela de

parametros, o que torna as simulagoes facilmente reprodutiveis.

Nosso modelo para o controle da progressao do ciclo celular foi capaz de representar algumas
propriedades do comportamento do sistema bioldgico real, tais como: i) propagagao seqiliencial
de ondas de expressao génica,; ii) estabilidade na presenga de excitagao varidvel; iii) robustez no
presenga de ruido nos parametros do sistema: iii-i) predigdo por uma regra estocastica quase de-

(atrasos aleatérios); e iv) auto estimulac@o por realimentacao positiva.

Ao contrario de outros modelos encontrados na literatura, nosso modelo PGN, além de
representar de forma muito focalizada a regulacao do ciclo celular em termos de expressao
génica, opera como processos genéticos quase deterministicos influenciados estocasticamente.
Esta dinamica do nosso modelo, no limite do deterministico e estocastico, reflete fatos longa-
mente observados na biologia. Apesar de que mecanismos que controlam processos tais como
a divisao ou diferenciagao celular poderiam ser interpretados globalmente como inerentemente
deterministicos, quando olhamos um pouco mais em detalhe, o “ruido” é um fator presente
no contexto celular, que deve ser considerado numa modelagem realista dos fendmenos. Os
sistemas biologicos tiveram que evoluir para desempenhar suas fungdes bésicas “convivendo”
com o nivel de estocacidade existente, portanto ela é um dos fatores determinantes do fun-
cionamento dos mecanismos de regulacao celular. Como tal nivel de estocacidade é moderado

—seguramente como consequéncia da viabilidade dos sistemas—, nosso modelo opera de forma



55

quase-deterministica, mas sem desconsiderar a estocacidade.

A presenca de numerosos lacos de realimentacao negativa no modelo assegura estabilidade
e robustez. Eles implicam que, frente a diferentes perturbacoes do ruido, o sistema é capaz
de corrigir automaticamente estimulos externos que poderiam destruir a célula. Este tipo de
mecanismos tem sido reportados como sendo muito comuns na natureza [27]. A realimentacao
negativa constitui o principal mecanismo de controle que permite uma resposta (ou adaptagao)
robusta a perturbacoes, e pode também levar a robustez a perturbagoes de parametros internos,

como no caso dos atrasos aleatérios que deslocam temporalmente o valor dos pesos da PGN.

Em particular, pensamos que a falta de robustez do modelo de Li et al. do ciclo celular
da levedura pode ser devida a auséncia de algumas destas realimentacoes negativas, as quais
podem existir no sistema de controle biolégico. Com a inclusao de realimentagao positiva, nosso
modelo pode apresentar uma atividade oscilatéria similar a observada nas células embrionarias.
A estrutura paralela da arquitetura do modelo representa redundancia bioldgica, a qual aumenta

a tolerancia a falhas do sistema.

Este modelo foi capaz de reproduzir qualitativamente o comportamento do modelo de Li et
al., e o comportamento observado do modelo de Pomerening et al.. Ainda, ao contrdrio desses

modelos, ele apresenta uma forte robustez a variagao aleatdria dos parametros do sistema.

Nosso modelo reproduz o comportamento qualitativo observado, e nossa implementacao
sugere uma possivel forma para a realizacdo desses mecanismos nos sistemas bioldgicos. Esta
informacao em conjunto com dados de sinais de controle reais, pode ser muito 1til no entendime-
nento desses fendomenos observados nas células. O préximo passo natural desta pesquisa é estimar
o modelo PGN da rede regulatéria do ciclo celular a partir de dados dindmicos analogamente

ao realizado com o sistema regulatério do parasita da maldria [11, 12]. A andlise destes dados
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dinamicos pode permitir a investigacao de algumas conjeturas sobre os mecanismos de controle
do ciclo celular induzidas por nosso modelo, tal como a existéncia de lagos de realimentacao
negativa desconhecidos, responsaveis pela estabilidade e robustez do sistema bioldogico. Esta
pesquisa encontra-se em andamento e estao sendo usados dados de expressao génica do ciclo

celular da levedura, obtidos por medigoes seqiienciais de microarray [15, 16].
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A.1 Simulacoes do Modelo de Li et al. do Ciclo Celular da

Levedura

A.1.1 Modelo PGN de Trés Niveis do Ciclo Celular da Levedura com 1% de

ruido (PGN with P = 0.99)
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Figura A.1: Modelo PGN de trés niveis do ciclo celular da levedura com 1% de ruido (PGN com
P =0.99) ativado por CS = oscilador de periodo 20.
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Figura A.4: Modelo PGN de trés niveis do ciclo celular da levedura com 1% de ruido (PGN com

ON ON ON ON ON ON ON ON ON ON ON ON

P =0.99) ativado por CS = oscilador de periodo 10.

Mcm1SFF

Clb12

Sicl

Clb56

Cdc20Cdc14

Swi5

Cdhl

Cln12

SBF

MBF

CIn3

CS

Figura A.5: Modelo PGN de trés niveis do ciclo celular da levedura com 1% de ruido (PGN com
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Figura A.6: Modelo PGN de trés niveis do ciclo celular da levedura com 1% de ruido (PGN com
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P =0.99) ativado por CS = oscilador de periodo 4.
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Figura A.7: Modelo PGN de trés niveis do ciclo celular da levedura com 1% de ruido (PGN com
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P =0.99) ativado por CS = oscilador de periodo 3.
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Figura A.8: Modelo PGN de trés niveis do ciclo celular da levedura com 1% de ruido (PGN com
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P =0.99) ativado por CS = oscilador de periodo 2.
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Figura A.9: Modelo PGN de trés niveis do ciclo celular da levedura com 1% de ruido (PGN com
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P =0.99) ativado por um sinal constante CS = 2.
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A.1.2 Modelo Bindrio do Ciclo Celular da Levedura com Ruido Decrescente

(a partir de 1%)

1% of noise, one single start pulse CS=1att=-1.

McmlSFF:% 111 1 | 111 nil
Clb12: § Il 11 1 | 11 M1
Sic1: § LTI o
Clbs6: 0 Il I nnm | L
g Cde20Cde14: 0 L LI 1 ML
g Swis: B 6 0 | L1
E Cah1: § LI I T LTI _1I LI
? cint2: & L 1 1 1 11
SBF: Cl) I1 10
MBF: § Il I
cng: I 11 1 1 I
Cs: (1)
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Time Steps

Figura A.10: Modelo PGN de trés niveis do ciclo celular da levedura com 1% de ruido (PGN
com P = 0.99) ativado por um tnico pulso de C'S =2 em t = —1.
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Mcm1SFF:

Clb12:

Sicl:

Clb56:

State Variables

Clnl2:

SBF:

MBF:

CIn3:

Cs:

Cdc20Cdcl4:

Swi5:

Cdh1:

O O O O OF OF OF OF OF OF OF Ok

0.5% of noise, one single start pulse CS=1att=-1.
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Figura A.11: Modelo PGN de trés niveis do ciclo celular da levedura com 0,5% de ruido (PGN

com P = 0.995) ativado por um tnico pulso de C'S =2 em ¢t = —1.

Mcm1SFF:
Clb12:
Sicl:

Clb56:

State Variables

Cin12:

SBF:

MBF:

CIn3:
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0.4% of noise, one single start pulse CS=1att=-1.
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Figura A.12: Modelo PGN de trés niveis do ciclo celular da levedura com 0,4% de ruido (PGN

com P = 0.996) ativado por um tnico pulso de C'S =2 em t = —1.
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0.3% of noise, one single start pulse CS=1att=-1.

1
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Figura A.13: Modelo PGN de trés niveis do ciclo celular da levedura com 0,3% de ruido (PGN
com P = 0.997) ativado por um tnico pulso de C'S =2 em ¢t = —1.

0.2% of noise, one single start pulse CS=1att=-1.
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Figura A.14: Modelo PGN de trés niveis do ciclo celular da levedura com 0,2% de ruido (PGN
com P = 0.998) ativado por um tunico pulso de C'S =2 em ¢t = —1.
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Mcm1SFF:

Clb12:

Sicl:

Clb56:

State Variables

Clnl2:

SBF:

MBF:

CIn3:

Cs:

Cdc20Cdcl4:

Swi5:

Cdh1:

O O O O OF OF OF OF OF OF OF Ok

0.1% of noise, one single start pulse CS=1att=-1.
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Figura A.15: Modelo PGN de trés niveis do ciclo celular da levedura com 0,1% de ruido (PGN
com P = 0.999) ativado por um tnico pulso de C'S =2 em ¢t = —1.
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CIn3:
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Cdc20Cdc14:
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Cdh1:
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0.05% of noise, one single start pulse CS=1att=-1.
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Figura A.16: Modelo PGN de trés niveis do ciclo celular da levedura com 0,05% de ruido

(PGN com P = 0.9995) ativado por um tnico pulso de C'S =2 em t = —1.
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0% of noise, one single start pulse CS=1att=-1.

Mcm1SFF:

Clb12:
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Figura A.17: Modelo PGN de trés niveis do ciclo celular da levedura com 0% de ruido (PGN
com P — 1, sistema deterministico) ativado por um tnico pulso de C'S =2 em t = —1.
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A.2 Simulacoes de Nosso Modelo PGN do Controle da Progressao

do Ciclo Celular

A.2.1 Modelo PGN de Trés Niveis com 1% de Ruido (PGN com P = (.99)
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—
—
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Figura A.18: Modelo PGN de trés niveis do sistema de controle da progressao do ciclo celular,
com 1% de ruido (PGN com P = 0.99) ativado por um tnico pulso de F =2 em t = —1.
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Figura A.19: Modelo PGN de trés niveis do sistema de controle da progressao do ciclo celular,
com 1% de ruido (PGN com P = 0.99) ativado por F = oscilador de periodo 50 .
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Figura A.20: Modelo PGN de trés niveis do sistema de controle da progressao do ciclo celular,
com 1% de ruido (PGN com P = 0.99) ativado por F = oscilador de periodo 30 .
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Figura A.21: Modelo PGN de trés niveis do sistema de controle da progressao do ciclo celular,
com 1% de ruido (PGN com P = 0.99) ativado por F = oscilador de periodo 20 .

2
T
| i Il LTl i I
2 i T T T
yi0 1 Il I I
2 | 1 T1
«1 0 [l | R | [ [ [
2 1 T |
wl 0 LT 1 [l I I I il
2 1 i il
v o r Il i | T oy |
2
mn 1 1| 1 o I
b o n ol I | S | A ol Il It
2 o - mo mom M | T
Fo A | S| | S| A A A Y | I | A | | | AN AN A | ) | | |
0 30 60 90 120 150 180
Time Steps

Figura A.22: Modelo PGN de trés niveis do sistema de controle da progressao do ciclo celular,
com 1% de ruido (PGN com P = 0.99) ativado por F = oscilador de periodo 10 .
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Figura A.23: Modelo PGN de trés niveis do sistema de controle da progressao do ciclo celular,
com 1% de ruido (PGN com P = 0.99) ativado por F = oscilador de periodo 5 .
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Figura A.24: Modelo PGN de trés niveis do sistema de controle da progressao do ciclo celular,
com 1% de ruido (PGN com P = 0.99) ativado por F = oscilador de periodo 3 .
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Figura A.25: Modelo PGN de trés niveis do sistema de controle da progressao do ciclo celular,
com 1% de ruido (PGN com P = 0.99) ativado por F = oscilador de periodo 2 .
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Figura A.26: Modelo PGN de trés niveis do sistema de controle da progressao do ciclo celular,
com 1% de ruido (PGN com P = 0.99) ativado por um sinal constante F = 2.
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A.2.2 Modelo PGN de Trés Niveis com Ruido Crescente

0% of noise in the system, one single start pulse of F=2 att=-1.
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Figura A.27: Modelo PGN de trés niveis do sistema de controle da progressao do ciclo celular
com 0% de ruido (PGN com P — 1, sistema deterministico) ativado por um tnico pulso de
F=2emt=—1.
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1% of noise in the system, one single start pulse of F =2 att = -1.
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Figura A.28: Modelo PGN de trés niveis do sistema de controle da progressao do ciclo celular
com 1% de ruido (PGN com P = 0.99) ativado por um tnico pulso de F' =2 em ¢t = —1.

2% of noise in the system, one single start pulse of F=2 att=-1.
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Figura A.29: Modelo PGN de trés niveis do sistema de controle da progressao do ciclo celular
com 2% de ruido (PGN com P = 0.98) ativado por um tnico pulso de F' =2 em t = —1.
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3% of noise in the system, one single start pulse of F =2 att = -1.
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Figura A.30: Modelo PGN de trés niveis do sistema de controle da progressao do ciclo celular
com 3% de ruido (PGN com P = 0.97) ativado por um tnico pulso de F' =2 em ¢t = —1.

4% of noise in the system, one single start pulse of F=2 att=-1.
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Figura A.31: Modelo PGN de trés niveis do sistema de controle da progressao do ciclo celular
com 4% de ruido (PGN com P = 0.96) ativado por um tnico pulso de F' =2 em t = —1.
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5% of noise in the system, one single start pulse of F=2 att=-1.
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Figura A.32: Modelo PGN de trés niveis do sistema de controle da progressao do ciclo celular
com 5% de ruido (PGN com P = 0.95) ativado por um tnico pulso de FF =2 em ¢t = —1.
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A.2.3 Modelo PGN de Trés Niveis com Atrasos Aleatdrios
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Figura A.33: Modelo PGN de trés niveis do sistema de controle da progressao do ciclo celular
com atrasos aleatérios, 1% de ruido (PGN com P = 0.99) e ativado por um tnico pulso de
F=2emt=-1,-2.
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Figura A.34: Modelo PGN de trés niveis do sistema de controle da progressao do ciclo celular
com atrasos aleatérios, 1% de ruido (PGN com P = 0.99) e ativado por F = oscilador de
periodo 60 .
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Figura A.35: Modelo PGN de trés niveis do sistema de controle da progressao do ciclo celular
com atrasos aleatérios, 1% de ruido (PGN com P = 0.99) e ativado por F = oscilador de
periodo 45 .
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Figura A.36: Modelo PGN de trés niveis do sistema de controle da progressao do ciclo celular
com atrasos aleatérios, 1% de ruido (PGN com P = 0.99) e ativado por F = oscilador de
periodo 40 .
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Figura A.37: Modelo PGN de trés niveis do sistema de controle da progressao do ciclo celular
com atrasos aleatérios, 1% de ruido (PGN com P = 0.99) e ativado por F = oscilador de
periodo 35 .
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Figura A.38: Modelo PGN de trés niveis do sistema de controle da progressao do ciclo celular
com atrasos aleatérios, 1% de ruido (PGN com P = 0.99) e ativado por F = oscilador de
periodo 30 .
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Figura A.39: Modelo PGN de trés niveis do sistema de controle da progressao do ciclo celular
com atrasos aleatérios, 1% de ruido (PGN com P = 0.99) e ativado por F = oscilador de

periodo 25 .
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Figura A.40: Modelo PGN de trés niveis do sistema de controle da progressao do ciclo celular
com atrasos aleatérios, 1% de ruido (PGN com P = 0.99) e ativado por F = oscilador de

periodo 20 .
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Figura A.41: Modelo PGN de trés niveis do sistema de controle da progressao do ciclo celular
com atrasos aleatérios, 1% de ruido (PGN com P = 0.99) e ativado por F = oscilador de
periodo 15 .
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Figura A.42: Modelo PGN de trés niveis do sistema de controle da progressao do ciclo celular
com atrasos aleatérios, 1% de ruido (PGN com P = 0.99) e ativado por F = oscilador de
periodo 10 .
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Figura A.43: Modelo PGN de trés niveis do sistema de controle da progressao do ciclo celular
com atrasos aleatérios, 1% de ruido (PGN com P = 0.99) e ativado por F = oscilador de
periodo 8 .
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Figura A.44: Modelo PGN de trés niveis do sistema de controle da progressao do ciclo celular
com atrasos aleatérios, 1% de ruido (PGN com P = 0.99) e ativado por F = oscilador de
periodo 6 .
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Figura A.45: Modelo PGN de trés niveis do sistema de controle da progressao do ciclo celular
com atrasos aleatérios, 1% de ruido (PGN com P = 0.99) e ativado por F = oscilador de
periodo 4 .
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Figura A.46: Modelo PGN de trés niveis do sistema de controle da progressao do ciclo celular

com atrasos aleatérios, 1% de ruido (PGN com P = 0.99) e ativado por um sinal constante
CS =2.
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A.2.4 Testes Exaustivos de Estabilidade e Robustez

Para atingir um maior entendimento do funcionamento do modelo, seu comportamento, limites
de estabilidade e robustez, e quais os efeitos produzidos por cada um dos diferentes tipos de
mecanismos de controle, realizamos trés series de testes exaustivos e estudos comparativos. Estes
testes foram realizados nas diferentes condi¢es de sinal de ativagdo —desde um tnico pulso
inicial, aumentando a freqiiéncia dos pulsos até chegar a um sinal constante— com o objetivo
de comparar o desempenho em cada caso. Logicamente, os efeitos mais interessantes foram
observados para sinais de ativagao de periodo 25 ou menor, quando as realimentacoes negativas
estao ativas (ciclo em andamento) no momento em que chega um novo pulso de ativagao. Em
tais casos foi possivel observar a forma em que cada tipo de realimentagao contribui a resistir o

excesso de excitacao.

Foram realizados trés grupos de testes, nas seguintes condicoes:

A.2.4.1 Diminuindo gradualmente a forca das realimentacoes’

Neste teste, o valor dos pesos da PGN correspondentes aos sinais de realimentagao foram
diminuidos gradualmente a passos de 5% cada vez até chegar a um 50% dos valores originais.
Em cada caso o modelo foi simulado em todas as condi¢oes —freqiiéncias— de sinais de ativagao
F. Ao variar a forca das realimentagoes vemos, por exemplo, que com realimentacées de um
valor 70% do original existem algumas ondas de de sinal que conseguem se propagar apesar de
que o ciclo anterior ainda nao finalizou (Figura A.47(b)). Isto ndo acontecia com realimentacoes

no 100% do seu valor (Figura A.47(a)).

'http:/ /www.vision.ime.usp.br/~walter/sim /Simulacoes.html
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(b) Sistema com o valor do peso das realimentagoes negativas diminuidas a um 70% do

seu valor original.

Figura A.47: Efeito da diminuicao da forga das realimentacgdes no modelo PGN do sistema de
controle do ciclo celular com 1% de ruido (F' = oscilador de periodo 25). Em b) uma onda de
sinal consegue se propagar com o ciclo anterior ainda en andamento, devido ao enfraquecimento
da forca das realimentacOes negativas.
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A.2.4.2 Eliminando algum tipo de realimentagao?

Para entender melhor qual é a contribuicao de cada um dos diferentes mecanismos de regu-
lagao, foi estudado o efeito produzido no sistema pela eliminagdo, em cada caso, de algum tipo
de realimentagao: i) para a camada anterior, ou ii) para o gene disparador 7. A comparagao do
comportamento em tais condi¢oes com o do modelo completo, mostrou mais claramente a acao

reguladora de cada mecanismo.

1. Sem realimentagoes para a camada anterior

Em auséncia de realimentagoes para a camada anterior, se observa um maior alargamento
do pulso de sinal a medida que ele avanca pelas camadas de controle na progressao do ciclo
celular (Figura A.48). Este alargamento era evitado pelo efeito inibidor das realimentacoes
aqui faltantes, as quais uma vez ativada uma camada, inibem o avango de uma nova onda
de sinal, enquanto as fungoes controladas pela presente camada estao sendo executadas.
Estas simulagoes mostram a funcdo de temporizagao, ou controle do tempo de execucgao

atribuido as tarefas de cada etapa, que cumprem as realimentagoes para a camada anterior.

Quando a ativacao F resulta demasiado freqiliente, se observa uma maior abundancia
de trens multiplos de sinal —muito préximos no tempo— (Figura A.49(b)). No modelo
completo, as realimentacoes para a camada anterior contribuiam a deter novos trens de

sinal quando o anterior ainda estd se propagando pelo ciclo (Figura A.49(a)).

Para ativagao ainda mais freqiiente, acontece um efeito interessante (Figura A.50(b)).

http:/ /www.vision.ime.usp.br/~walter/sim2/test-24.html
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O aumento da for¢a das realimentagoes para o gene disparador T (as tnicas atuando no
sistema) produz uma modulacao nos padroes de sinal com um ciclo de trabalho de aproxi-
madamente 50%. Este equilibrio dinamico se logra da seguinte forma. A forca da onda
aumenta até que as realimentagoes para T produzidas por ela conseguem inibir 7', entao a
onda cai em amplitude, o que diminui as realimentacoes para T. Como a ativagao forte de
F' continua, a onda volta a crescer em amplitude, até que a forca das realimentagoes con-
segue novamente inibir 7', e o ciclo se repete. Na Figura A.50(b), sem realimentagoes para
a camada anterior, pode ver-se que este efeito é produzido somente pelas realimentacoes
negativas para o gene disparador 7. A Figura A.50(a) (sistema normal —completo—)

mostra como este padrao é modificado pelas realimentacoes para a camada anterior.

Time Steps

Figura A.48: Efeito de alargamento progressivo do pulso de sinal, devido a auséncia de reali-
mentacoes para a camada anterior no modelo PGN do sistema de controle do ciclo celular com
1% de ruido (F = oscilador de periodo 45).
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(b) Sistema sem realimentagdes para a camada anterior.

Figura A.49: Aumento do numero de trens multiplos de sinal para ativacao I’ muito freqliente
(F' = oscilador de periodo 10, neste caso), no modelo PGN do sistema de controle do ciclo celular
com 1% de ruido.
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(b) Sistema sem realimentagoes para a camada anterior.

Figura A.50: Padrao de expressdo produzido pelas realimentagoes para o gene disparador T
quando o sinal de ativagdo F' é muito freqiiente (F' = oscilador de periodo 8, neste caso), no
modelo PGN do sistema de controle do ciclo celular com 1% de ruido. Em b) pode ver-se que
este efeito é produzido inteiramente pelas realimentacoes negativas para o gene disparador 7.
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2. Sem realimentacgoes para o gene T

Vemos na Figura A.51(b) que quando o sistema sem realimentacoes para o gene T é
ativado por um trem de pulsos F' de periodo 25, o segundo pulso néo é detido (como acon-
tece no sistema com todas as realimentacoes da Figura A.51(a)), pois as realimentacoes
entre camadas tem um efeito de curto prazo e nao sao efetivas quando a onda de sinal do
ciclo em andamento estd a mais de uma camada de distancia do novo pulso. Fica claro o
papel regulador das realimentacoes para o gene T, de impedir o disparo de um novo ciclo

de divisao celular enquanto o anterior estd em andamento.

E também observada uma sobre expressao do gene T, em auséncia de realimentacoes
negativas para ele (Figura A.52(b)). As realimentagoes entre camadas conseguem deter

parte do excesso de sinal nas camadas posteriores.

Este grupo de testes mostra que as realimentagoes negativas para a camada anterior tem um
efeito de mais curto prazo, conseguindo evitar o alargamento sucessivo dos pulsos ou deter um
novo trem de pulsos que estd muito proximo —no tempo— do anterior. Nao sao efetivas quando
a onda de sinal do ciclo em andamento estd a mais de uma camada de distancia do novo sinal

que tenta se propagar.

Ja as realimentacoes negativas para o gene disparador T, tem um efeito de mais longo
prazo, pois carregam informacao do que esta acontecendo em todas as camadas seguintes. Elas
conseguem deter um novo pulso de F' bastante distante do anterior e tendem a inibir o disparo

de T sempre que um ciclo esteja em andamento.
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Figura A.51: Efeito regulador das realimentacoes para o gene disparador T: em a) elas inibem
disparo de um novo ciclo de divisao celular enquanto o anterior estd em andamento, sem elas,
em b), estes disparos nao desejados acontecem (Modelo PGN do sistema de controle do ciclo
celular com 1% de ruido ativado com F' = oscilador de periodo 25).



A.2 Nosso Modelo PGN do Ciclo Celular 95

2
20 [ In | I [T [
2 — — —
v 0 [ - rol [ 4] [1 |
2 1  — L 1
«1 0 rol - - 1 - J
2 n 1 O — T inn
wi o [l [ Lo [l N i
2 | R r L M
v o Y A Iy 1 ) S B S S | B —
2 1 | Moo n .
To | [ | [ |
2 n n
Fo Il | [l | Il | [ | Il | [1 | |
0 30 60 90 120 150 180
Time Steps
(a) Sistema normal.
2 [ T
20 [ [0 ool [ [
2 — — —
vio0 [ - | | [ 1] ro |

2
T 1 1 |
x1 0 - [ 1 I QQ—LI [IH [ It

2 n Y N o N A | I A | ¥ |
wl 0 | A g | | | L

2 e O o | N R
v o = [rer T o e N 8 e

2 T mn Y O N s 0 o | 1
To | - 11 L] R Y A S |

2 M n M
Fo I1 | [l | [l | [ | I | [ | |

0 30 60 90 120 150 180
Time Steps

(b) Sistema sem realimentagdes negativas para o gene disparador T.

Figura A.52: Sobre-expressao relativa do gene T em auséncia de realimentagoes negativas para
ele (Modelo PGN do sistema de controle do ciclo celular com 1% de ruido ativado com F =
oscilador de perfodo 15).
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A.2.4.3 Aumentando gradualmente o nivel de ruido presente no sistema®

Neste grupo de testes aumentamos gradualmente —a passos de 0,5%— o nivel de ruido no
sistema , partindo de 0% (P = 1) até um 5% (P = 0.95). Observamos que um ruido acima
de 3% causa alguns problemas no sistema, por exemplo na Figura A.53(b) vemos que um trem
intermédio —entre dois ciclos consecutivos— de sinal é gerado por ruido originado na camada
v. Um 5% de ruido causa sérios problemas no funcionamento do sistema, como: i) ondas de
propagacao geradas pelo ruido quando nao existe sinal de ativagao (Figura A.54(b)), ii) o ruido
impede o disparo ou a propagacao de uma onda apesar de existir o sinal de ativagao necessario
(Figura A.55(b)) ou iii) até um sinal de ativagdo constante (F' = 2) ndo consegue impor seu

padrao de saturacao no sistema (Figura A.56(Db)).

3http://www.vision.ime.usp.br/~walter/sim3/Simulacoes.html
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(b) 3% de ruido no sistema. Uma onda de sinal, gerada por ruido na camada v, consegue
se propagar pelo sistema.

Figura A.53: Onda de sinal gerada pelo ruido. Modelo PGN do sistema de controle do ciclo
celular ativado com F' = oscilador de periodo 45.
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(b) 5% de ruido no sistema. Ondas de propagacao sao geradas pelo ruido (sem sinal F
de ativagao).

Figura A.54: Ondas de sinal geradas pelo ruido em auséncia de sinal F' de ativagao.
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(b) 5% de ruido no sistema. O terceiro ciclo nao consegue se executar por causa do

ruido, apesar de existir o sinal F' de ativa¢ao necessario.

Figura A.55: O ruido impede a geragao e propagacao de uma onda de sinal, existindo o sinal F’
de ativacao necessirio. Modelo PGN do sistema de controle do ciclo celular ativado com F' =
oscilador de periodo 35.
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(b) 5% de ruido no sistema. Um sinal constante F' = 2 néo consegue impor seu padrao
de saturagao no sistema por causa do ruido.

Figura A.56: Modelo PGN do sistema de controle do ciclo celular ativado com sinal constante
F =2
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