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RESUMO

MODELAGEM DISCRETA DE TRANSICAO EPITELIAL MESENQUIMAL:
O PAPEL DA MATRIZ EXTRACELULAR

AUTORA: Luisa Vargas Cassol
Orientador: José Carlos Merino Mombach
Coorientador: Daner Acunha Silveira

A transicao epitelial mesenquimal (TEM) é um processo biolégico no qual células epiteliais
sofrem alteragbes bioquimicas e sdo transformadas em mesenquimais, transi¢cdo a qual
desempenha um papel crucial na propagac¢ao tumoral por meio da metastase. Alguns fa-
tores colaboram para que essa transigéo ocorra, dentre eles a matriz extracelular (MEC),
em seu estado saudavel, desempenha uma fung¢do protetora contra o desenvolvimento
e disseminagéo de tumores. Os RNAs longos nédo codificantes (IncRNAs), representam
uma nova categoria de RNAs ndo-codificantes que desempenham um papel significativo
na progressao do cancer, os quais também podem ser um fator de corroboragédo para a
TEM. O avango no entendimento das moléculas e interagdes que regem o complexo sis-
tema da TEM tem demandado a aplicacdo de abordagens computacionais que revelam
a complexidade de sua dindmica. Diante deste referencial, o presente trabalho tem por
objetivo geral estudar a dindmica da transicao epitelial mesenquimal e para atender tal
propdsito, foi levada em consideracao a influéncia de novas moléculas da matriz extrace-
lular, o comportamento do o RNA longo ndo-codificante ATB (IncRNA-ATB) no modelo e a
evolucao temporal do sistema, a partir de uma rede de cancer de mama proposta anteri-
ormente. Para analisar essas execugdes foi utilizada a modelagem logica, a partir da qual
foram feitas simulagcdes comparando o modelo atemporal, utilizando o software GINsim,
ao modelo temporal empregando o software MaBoSS simulando o tempo. Ao final, os re-
sultados de equiparagdo dos modelos atemporal para o que simula o tempo se mostraram
correspondentes. Adicionalmente, a combinacédo da MEC ao fator de crescimento transfor-
mador beta (TGF-3), revelou a progressao da transi¢cdo quando a MEC é rigida, enquanto
a influéncia do InNcRNA-ATB foi associada a um novo estado estavel, indicando sua relagao
com a desestabilizagado da transigao celular.

Palavras-chave: Rede regulatoria. Metastase. Dinamica temporal.



ABSTRACT

DISCRETE MODELING OF EPITHELIAL-MESENCHYMAL
TRANSITION: THE ROLE OF THE EXTRACELLULAR MATRIX

AUTHOR: Luisa Vargas Cassol
ADVISOR: José Carlos Merino Mombach
CO-ADVISOR: Daner Acunha Silveira

The epithelial-mesenchymal transition (EMT) is a biological process in which epithelial cells
undergo biochemical changes and are transformed into mesenchymal cells, a transition that
plays a crucial role in tumor propagation through metastasis. Several factors contribute to
this transition, among them the extracellular matrix (ECM), which, in its healthy state, serves
a protective function against tumor development and spread. Long non-coding RNAs (In-
cRNAs) represent a new category of non-coding RNAs that play a significant role in cancer
progression and can also be a corroborating factor for EMT. The advancement in unders-
tanding the molecules and interactions governing the complex EMT system has deman-
ded the application of computational approaches revealing the intricacies of its dynamics.
Against this backdrop, the present study aims to investigate the dynamics of epithelial-
mesenchymal transition, considering the influence of new molecules from the extracellular
matrix, the behavior of the long non-coding RNA ATB (IncRNA-ATB) in the model, and the
temporal evolution of the system, based on a previously proposed breast cancer network.
Logical modeling was used for these analyses, and simulations were conducted comparing
the atemporal model using the GINsim software to the temporal model employing the Ma-
BoSS software simulating time. In the end, the comparison results between the atemporal
and temporal models proved to be consistent. Additionally, the combination of the ECM with
transforming growth factor-beta (TGF-/3) revealed the progression of the transition when the
ECM is rigid, while the influence of IncRNA-ATB was associated with a new stable state,
indicating its relation to the destabilization of cellular transition.

Keywords: Regulatory network. Metastasis. Temporal dynamics.
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1 INTRODUGAO

As células residem em um ambiente elaborado, possuindo a capacidade de detectar
uma diversidade de sinais. Estes sinais abrangem desde parametros fisicos até moléculas
de sinalizacao bioldgica provenientes de outras células, nutrientes benéficos e substancias
quimicas prejudiciais. Informagdes vitais sobre o estado interno da célula, como os niveis
de metabdlitos essenciais e danos internos no DNA, membrana ou proteinas, também
desempenham um papel significativo. Em resposta a esses sinais, as células iniciam a
producao de proteinas especificas, que desempenham fung¢des tanto no ambiente interno
quanto externo da célula (ALON, 2019). A medida que tecnologias de alto rendimento
geram conjuntos extensos de dados, as redes bioldgicas tornam-se cada vez mais cruciais
para a analise e interpretacdo dessas informagdes.

A transicao epitelial mesenquimal (TEM) € um processo biolégico no qual células
epiteliais passam por diversas alteragdes bioquimicas que resultam em um fenétipo me-
senquimal. Caracterizado por adesdes celulares mais frageis e maior capacidade migrato-
ria, esse fendtipo desempenha um papel significativo na resisténcia a quimioterapia (ISER
et al., 2017). A degradagao da membrana basal marca a conclusao desse processo, facili-
tando a migragéo das células mesenquimais para areas distantes. A classificagdo da TEM
em trés subtipos, associados a diferentes contextos bioldgicos, oferece uma compreen-
sdo abrangente dos cenarios em que esse fendbmeno desempenha papéis distintos, desde
eventos fisiol6gicos normais até situacdes patoldgicas, como no cancer. O primeiro tipo de
TEM esta relacionado a implantacao, formacao de embrides e desenvolvimento de 6rgaos.
O segundo tipo esta ligado a cicatrizagao de feridas, regeneracao de tecidos e fibrose de
orgaos. Por fim, o terceiro tipo ocorre em células neoplasicas, sendo associado a progres-
sdo do cancer (KALLURI; WEINBERG et al., 2009). A capacidade migratoria aumentada
das células epiteliais cancerigenas destaca a relevancia do terceiro tipo de TEM.

Células cancerigenas que expressam caracteristicas de adesao epiteliais e habili-
dades migratérias mesenquimais revelam um fenétipo hibrido, incorporando elementos de
ambos os tipos celulares de forma parcial. Células tumorais circulantes (CTCs) malignas
que adotam esse fendétipo hibrido E/M possuem a habilidade de migrar de forma individual
ou coletiva na matriz extracelular (MEC) através do sistema circulatério (GARG, 2017), am-
pliando significativamente seu potencial metastatico, chegando a ser até 50 vezes maior
em comparagao com células migratérias individuais que exibem um fenétipo mesenquimal
completo (ACETO et al., 2014).

As matrizes extracelulares (MECs), constituem redes tridimensionais organizadas,
meticulosamente dispostas para desempenhar fungdes estruturais e funcionais cruciais na
organizacao e remodelacao de tecidos, além de regular processos celulares. Essas MECs
operam como mediadores de comunicacao entre as células nos 6rgaos e tecidos, orques-
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trando uma variedade de sinais que fluem tanto do ambiente celular para o exterior quanto
vice-versa (MANOU et al., 2019; THEOCHARIS et al., 2012). Durante condigdes patologi-
cas, as MECs passam por remodelacao, influenciando a progressao de diversas doengas
(THEOCHARIS; MANOU; KARAMANOS, 2019), englobando aterosclerose, patologias au-
toimunes e inflamatorias, bem como cancer (THEOCHARIS et al., 2016).

Experimentos revelam a influéncia crucial microambiente biofisico na regulagdo da
transicao epitelial mesenquimal. Esses experimentos envolvem efeitos dependentes da ri-
gidez do fator transformador de crescimento 3 (TGF-/3), resultando em apoptose em ambi-
entes de MEC mole, em contraste com a inducédo da TEM em substratos rigidos (LEIGHT et
al., 2012). Contudo, ainda carecemos de um modelo mecanicista preditivo capaz de repro-
duzir e antecipar os impactos do ambiente biomecénico em uma Unica célula, considerando
seu comportamento em diversos contextos de sinalizagdo, como diferentes estimulos de
crescimento ou sinais de transformacao.

Com isso em mente, este trabalho buscou investigar a dindmica da transicao epi-
telial mesenquimal através de modelagem légica. Incluindo a consideragao da influéncia
de novas moléculas na matriz extracelular e a analise da evolugéo temporal do sistema,
utilizando como base uma rede previamente proposta para o cancer de mama.



2 REFERENCIAL TEORICO

Este capitulo oferece uma visao geral dos conceitos tedricos e fundamentos rele-
vantes ao estudo nesta area. Essa parte introdutéria estabelece a base conceitual para o
estudo, fornecendo uma compreensao do contexto e das estruturas que serdo exploradas
ao longo do trabalho, abordando tépicos sobre conceitos de biologia molecular, redes de
regulacao genética, transicao epitelial mesenquimal e matriz extracelular.

2.1 CONCEITOS DE BIOLOGIA MOLECULAR

Os sistemas de biologia molecular desempenham a funcao essencial de armaze-
nar e transmitir informacgdes através do cédigo genético. Em 1953, a estrutura do DNA
(acido desoxirribonucleico) foi proposta por Watson e Crick, consolidando sua identificagao
como o material genético primordial (WATSON; CRICK, 1953). Com base nesse entendi-
mento, 0s cientistas puderam desvendar 0 mecanismo que rege a heranga e expressao
do genoma. O genoma de uma célula engloba toda a sua informagéao genética, a qual
esta codificada no DNA, localizado no ndcleo da célula, em sua maioria (SMITH; MARKS;
LIEBERMAN, 2007).

Segundo o modelo proposto, a alta densidade da molécula de DNA indicava a pre-
senca de mais de uma cadeia de nucleotideos, ligadas por meio do grupo fosfato e da
hidroxila da pentose (desoxirribose). A estrutura molecular revelou que a caracteristica
mais fascinante do DNA é sua natureza de fita dupla, em que as cadeias estao dispostas
em orienta¢des opostas, ou seja, sdo antiparalelas. Essas duas cadeias sao mantidas uni-
das por meio de pontes de hidrogénio, e ha uma complementaridade entre os nucleotideos
das duas cadeias, ou seja, adenina (A) é complementar a timina (T), enquanto citosina (C)
€ complementar a guanina (G). Esse arranjo implica que a informagao contida na molé-
cula de DNA estéa codificada na sequéncia especifica de nucleotideos (RIBEIRO, 2009). A
fita ser antiparalela significa que uma cadeia corre no sentido 3’ para 5, enquanto a outra
corre no sentido oposto, de 5" para 3'. Essa orientagdo antiparalela é fundamental para
a replicacao do DNA e a sintese de proteinas. A figura 1 ilustra que a ligagdo entre os
nucleotideos na cadeia se estabelece através de uma ligagao fosfodiéster, proporcionando
uma notavel resisténcia quimica a molécula. Essa ligagao robusta viabiliza a continuidade
da sequéncia, sendo que a singularidade de cada molécula de DNA é determinada pela
ordem especifica dos nucleotideos.
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Figura 1 — Modelo para estrutura da molécula de DNA.
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Fonte: Adaptado de (RIBEIRO, 2009).

Os genes presentes no DNA codificam moléculas de proteinas, as quais realizam
todas as fungdes necessarias para a vida. Isso inclui a produgéo de enzimas, que desem-
penham diversas fungdes, desde metabolizar nutrientes até sintetizar novos componentes
celulares. Entre essas enzimas, destacam-se aquelas envolvidas no processamento de
DNA, como as DNA polimerases, que desempenham um papel crucial na replicagdo du-
rante a divisdo celular. Em suma, as proteinas desempenham um papel multifacetado e
essencial na execucao das diversas atividades necessarias para a vida celular (CLANCY;
BROWN, 2008).

Embora o acido ribonucleico (RNA) compartilhe uma composicao de nucleotideos
semelhante ao DNA, inicialmente ndo se percebia seu papel na transmissao de informa-
cOes genéticas entre geragdes, embora virus de RNA tenham sido descobertos posteri-
ormente. A partir dos anos 1920, a genética microbiana estabeleceu que alguns genes
codificam proteinas, mas o mecanismo pelo qual isso ocorria permanecia desconhecido.
Aos poucos, surgiu a perspectiva de que o RNA poderia desempenhar um papel nesse
processo, uma inferéncia sustentada por estudos histoquimicos, de ultracentrifugacao e
espectroscopicos na década de 1940. Essas pesquisas revelaram a presenca de RNA em
microsomas citoplasmaticos, conhecidos como ribossomos, que estavam sendo reconhe-
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cidos como os locais onde a sintese de proteinas ocorria (MATTICK; AMARAL, 2023).

Em resumo, o RNA mensageiro (MRNA) desempenha o papel de transportar as
instru¢cdes geneéticas do DNA de uma célula até seus ribossomos, que atuam como ma-
quinas responsaveis pela sintese de proteinas. O RNA transportador (tRNA) entra em
cena transportando os aminoacidos adequados até o ribossomo, onde sao incorporados
na formacdo da nova proteina. Enquanto isso, 0os proprios ribossomos sdo compostos
principalmente por moléculas de RNA ribossémico (rRNA). Entretanto, ao longo do ultimo
meio século desde a primeira elucidacado da estrutura do DNA, os cientistas avancaram
significativamente na compreensao das fungdes do RNA. Foi revelado que o RNA desem-
penha um papel muito mais abrangente do que simplesmente participar na sintese de
proteinas. Notavelmente, descobriu-se que diversos tipos de RNA possuem propriedades
cataliticas, executando reacdes bioquimicas de maneira semelhante as enzimas. Além
disso, foram identificadas vérias outras variantes de RNA que desempenham fungdes re-
gulatérias complexas dentro das células. Essas descobertas ampliaram consideravelmente
nossa percepcao sobre a versatilidade e a complexidade das funcées do RNA no contexto
celular (CLANCY, 2008).

A expressao génica refere-se ao processo pelo qual um gene é acionado, resul-
tando na producéao da proteina associada a ele. Para que isso ocorra, um processo com-
posto por duas etapas é desencadeado, a transcricdo e a tradugdo. Genes apresentam
variagcdes nas taxas de transcricdo e tradugao, proporcionando a célula a capacidade de
sintetizar quantidades significativas de algumas proteinas, ao passo que produz quantida-
des minimas de outras. Adicionalmente, a célula possui a habilidade de regular (alterar) a
expressao de cada um de seus genes conforme suas necessidades, predominantemente
através do controle na producao de moléculas de RNA (ALBERTS et al., 2017).

A etapa inicial da expressao génica, conhecida como transcricdo, € um processo
ciclico de sintese de RNA composto por trés fases distintas: o inicio, a fase de alongamento
e a terminacao (ZAHA; FERREIRA; PASSAGLIA, 2014). A fita de DNA, na orientagao
3’ para 5’ (conhecida como fita de codificacdo), desempenha o papel de molde para a
transcricdo do DNA em RNA, realizado pela RNA polimerase. Durante esse processo, a
sintese do RNA ocorre na diregao 5’ para 3.

Durante o inicio da transcricdo, uma enzima chamada RNA-polimerase identifica
e se une a um local especifico denominado promotor, situado na dupla fita do DNA. Apés
essa ligacao, a enzima separa as duas fitas de DNA, tornando as bases da fita-molde aces-
siveis para o emparelhamento com os nucleosideos trifosfato que serdo polimerizados. A
RNA-polimerase desassocia de 12 a 14 pares de bases de DNA ao redor do ponto de inicio
da transcrigao, localizado na regido promotora da fita-molde. Essa separacéo permite que
a fita-molde entre no sitio catalitico da enzima, que catalisa a formacao da ligacao fosfo-
diéster entre os ribonucleotideos trifosfato complementares ao promotor no ponto inicial da
transcricdo da fita-molde. A porcado desassociada de pares de bases na RNA-polimerase
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€ conhecida como bolha de transcricdo. O término do inicio da transcricdo é alcancado
quando os dois primeiros ribonucleotideos da cadeia de RNA sdo conectados por uma
ligacao fosfodiéster (LODISH et al., 2014).

No decorrer da fase de alongamento da cadeia, a RNA-polimerase movimenta-se
ao longo da fita molde do DNA, percorrendo uma base por vez. Durante esse processo,
ela desdobra a fita dupla de DNA a frente de sua direcao de movimento, coordenando a
interacdo das fitas de DNA para promover a hibridizagdo na extremidade a montante da
bolha de transcricdo. Na etapa de terminacao da transcricdo, que representa o estagio
final da sintese de RNA, a molécula de RNA concluida € liberada pela RNA-polimerase,
que, por sua vez, se desvincula do DNA-molde. Apéds essa liberagdo, a RNA-polimerase
fica disponivel para transcrever novamente o mesmo gene ou outro gene (LODISH et al.,
2014).

A figura 2 mostra, de forma resumida, as 3 etapas da transcricdo. Durante a ini-
ciacdo, a RNA polimerase identifica as sequéncias do promotor e se associa ao DNA,
formando um complexo fechado de transcricdo. Em seguida, a enzima desenrola as fi-
tas do DNA, originando o que é conhecido como bolha de transcricdo. A medida que a
RNA polimerase se move, mantém as fitas do DNA separadas e utiliza a fita molde como
guia para posicionar corretamente os ribonucleotideos. A sintese do RNA ocorre na extre-
midade 3’, resultando no crescimento da fita de RNA. Esse processo culmina na sintese
do mRNA, seguindo a direcdo 5°-3’. Ao longo do alongamento, a RNA polimerase libera
progressivamente a fita de mRNA. Isso ocorre a medida que a enzima continua a sinteti-
zar o RNA mensageiro, deslocando-se ao longo da cadeia de DNA. Ocorre um termina-
dor intrinseco durante a transcricao quando uma estrutura caracteristica de alga e haste,
assemelhando-se a um grampo, € formada no mRNA, seguida por multiplas uracilas. Essa
estrutura peculiar se desenvolve dentro do complexo composto por DNA, RNA polimerase
e mMRNA. A presenca dessa estrutura induz a separagcéo da RNA polimerase do complexo
e, consequentemente, marca o término da transcricao. Esse mecanismo intrinseco de ter-
minacao é essencial para regular de maneira precisa o processo de transcricao, garantindo
a formagédo adequada do RNA mensageiro e a finalizagao eficiente da sintese do RNA.
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Figura 2 — Visao geral das etapas da transcrigao.
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Fonte: Adaptado de (MENCK; SLUYS, 2017).

A fase subsequente no processo de expressao génica, conhecida como traducao,
envolve a decodificacdo da molécula de RNA mensageiro e a partir dessa informagéo, a
sintese de uma cadeia de aminoacidos gerara uma proteina. Assim como a transcri¢ao, a
tradugcédo também € dividida em: iniciacdo, alongamento e terminagédo (COOPER, 2000).
No processo de traducao, o mRNA é interpretado no sentido 5’ para 3’ em grupos de trés
bases conhecidos como cédons. Esses cddons, por sua vez, determinam a sequéncia
de aminoacidos que compdem as proteinas. Dessa forma, a sequéncia de bases na fita
codificadora do DNA pode ser empregada para deduzir a sequéncia de aminoacidos na
proteina.

Na fase inicial da tradugao, as subunidades ribossomais grande e pequena se unem
ao redor de um mRNA. Este mRNA contém um tRNA iniciador devidamente ativado e po-
sicionado corretamente no cédon de inicio, localizado no sitio P do ribossomo. Posterior-
mente, o complexo de iniciagcao percorre a molécula de mRNA associada. O processo de
escaneamento é interrompido assim que o anticddon do tRNA reconhece o cdédon de inicio.
Este codon de inicio, geralmente o primeiro AUG a jusante da extremidade 5’ em muitos
mRNAs eucariéticos, desempenha um papel crucial nessa etapa do processo (LODISH et
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al., 2014).

Em seguida, a traducdo avanca por meio do alongamento da cadeia polipeptidica.
Nessa fase, 0 mRNA ¢ lido um cédon por vez, e 0 aminoacido correspondente a cada
codon é incorporado a cadeia de proteina em formagdo. Os tRNAs se conectam ao ri-
bossomo a medida que este se desloca ao longo do mRNA, transitando pelos sitios A
(aminoacil), P (péptido) e E (exit). Esse processo se repete iterativamente, a medida que
novos codons sao decifrados e novos aminoacidos sdo acrescentados a crescente cadeia
polipeptidica. O processo de alongamento da cadeia polipeptidica persiste até que um
coédon de parada (UAA, UAG ou UGA) seja deslocado para o sitio A do ribossomo. Nota-
velmente, as células ndo possuem tRNAs com anticédons complementares a esses sinais
de terminacao. Em vez disso, disp6em de fatores de liberagc&o que identificam esses sinais,
desencadeando uma série de eventos que encerram a sintese proteica. Esse processo re-
sulta na separacao da cadeia polipeptidica do seu tRNA, permitindo que ela se desloque
para fora do ribossomo (COOPER, 2000).

A figura 3 resumidamente ilustra as trés etapas da traducgdo. Inicialmente, durante
a fase de iniciagdo, o ribossomo se conecta ao mRNA no cédon de inicio. Em seguida,
ocorre 0 processo de alongamento, caracterizado pela adicao sequencial de aminoacidos
a cadeia polipeptidica em formacao. A terminagéo da sintese ocorre quando um coédon de
parada é identificado, desencadeando a liberagdo do polipeptideo. Esse evento culmina
na dissociagao do ribossomo, finalizando assim o processo de tradugao.

Figura 3 — Visao geral das etapas da tradugao.
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Fonte: Adaptado de (COOPER, 2000).

Além dos processos de transcricao e traducéo, diversas modificacées pos-traducao
influenciam a localizagado, ativagcao ou inativagdo das fungbées de uma proteina. Essas
modificagdes englobam processos como oxidacao, fosforilagdo, desfosforilagao, ligacao
molecular e transporte. A oxidacao esta relacionada a perda de elétrons de uma molécula,
frequentemente causada por espécies reativas de oxigénio, que sao moléculas instaveis e
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altamente reativas presentes no organismo (RAY; HUANG; TSUJI, 2012). A fosforilagao,
por sua vez, implica a adicao de um grupo fosfato a uma proteina ou outra molécula (RU-
BIN; ROSEN, 1975). A desfosforilacio é o processo inverso, envolvendo a remog¢ao de um
grupo fosfato de uma molécula (DENU et al., 1996). A ligacdo molecular refere-se a uma
associacao estavel entre duas moléculas por meio de uma interagéo atrativa (SMITH et al.,
2009). Por fim, o transporte envolve a capacidade de uma proteina movimentar uma molé-
cula para diferentes regides da célula (XIAO et al., 2007). Esses processos desempenham
papéis cruciais na regulacao e funcionalidade das proteinas dentro do contexto celular.

Os microRNAs (miRNAs), com cerca de 22 nucleotideos, constituem um grupo de
pequenos RNAs n&o-codificantes’ responsaveis por facilitar a desestabilizago e a inibicdo
da traducao de RNAs subsequentes no nivel pés-transcricional. A expressao desses miR-
NAs pode ser generalizada ou especifica do contexto, como durante o desenvolvimento
ou em determinados tecidos. Eles desempenham papéis diversos em uma ampla gama
de fungdes fisiolégicas. Assim, a desregulagdo dos miRNAs pode perturbar a harmonia
da atividade genética normal, levando a diversas doencas, incluindo o cancer. Estudos
recentes identificaram que mais de 50% dos miRNAs apresentam desregulacdo em casos
de cancer humano. Adicionalmente, assinaturas prognoésticas e preditivas de miRNA tém
sido observadas em diferentes tipos de cancer (CALIN; CROCE, 2006).

Os RNAs longos néo codificantes (IncRNAs), com um tamanho superior a 200 nu-
cleotideos, representam uma nova categoria de RNAs ndo-codificantes que desempenham
um papel significativo no desenvolvimento e progressao do cancer (GIBB; BROWN; LAM,
2011; HUARTE; RINN, 2010). Diversos IncRNAs foram caracterizados por seu envolvi-
mento em diferentes tipos de cancer, e estratégias direcionadas a esses IncRNAs tém
demonstrado efeitos inibitorios sobre as células malignas tanto in vitro quanto in vivo. Es-
sas descobertas destacam o potencial dos INcRNAs como alvos terapéuticos promissores
em contextos cancerigenos (LI; CHEN, 2013). Pesquisas evidenciam que os IncRNAs
tém funcgdes bioldgicas cruciais na embriogénese (PAULI; RINN; SCHIER, 2011), na biolo-
gia de células-tronco e no desenvolvimento celular (GUTTMAN et al., 2011). Além disso,
eles exibem padrdes especificos de expressao relacionados a tecidos e desenvolvimento
(MERCER; DINGER; MATTICK, 2009; PONTING; OLIVER; REIK, 2009).

2.2 REDES DE REGULAGCAO GENETICA

As células habitam um ambiente complexo e tém a capacidade de perceber uma va-
riedade de sinais. Esses sinais englobam parametros fisicos, como temperatura e pressao
osmatica, moléculas de sinalizagéo bioldgica provenientes de outras células, nutrientes be-
néficos e substancias quimicas prejudiciais. Informagdes cruciais sobre o estado interno

TRNA nao-codificantes sdo moléculas de RNA que n&o séo traduzidas em proteina.
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da célula, como os niveis de metabdlitos essenciais e danos internos, como aqueles no
DNA, membrana ou proteinas, também desempenham um papel significativo. Em res-
posta a esses sinais, as células elaboram a producéo de proteinas especificas, as quais
agem tanto no ambiente interno quanto externo da célula (ALON, 2019).

Os sistemas complexos que controlam o desenvolvimento humano provavelmente
passaram por mais de um bilhdo de anos de evolugao, regulando a expressao de genes de
qualquer processo. Esses sistemas, em esséncia, representam codigos regulatérios gend-
micos pré-programados, destinados a especificar quais conjuntos de genes devem ser
ativados em padrdes especificos (DAVIDSON; LEVIN, 2005). A teoria das redes comple-
xas desempenha um papel crucial em diversas areas do conhecimento, abrangendo desde
ciéncia da computacao, sociologia, fisica e biologia molecular e populacional. Nas esferas
da biologia e medicina, a andlise de redes possui aplicacbes abrangentes, incluindo a iden-
tificacdo de potenciais alvos para medicamentos, a explicagdo da fungcédo de proteinas ou
genes, o desenvolvimento de estratégias eficazes para o tratamento de diversas doencas
e a facilitacdo de diagnésticos precoces de disturbios (PAVLOPOULOQOS et al., 2011).

Dada a natureza dos dados de expressao genética, que se limitam a fornecer infor-
magoes sobre a abundancia de mRNAs, as redes reguladoras de genes (RRG) oferecem
informacdes valiosas sobre as interacdes regulatérias entre os reguladores e seus alvos
potenciais. Isso inclui interacées gene-gene e possiveis ligagdes proteina-proteina, como
em um complexo. Em contraste com dados de ligagéo, essas redes se concentram em re-
velar padrdes de regulagéo, fornecendo uma visdo abrangente das dindmicas regulatérias
em jogo (SIMOES; DEHMER; EMMERT-STREIB, 2013).

As redes biolégicas estdao se tornando cada vez mais essenciais para a analise
e interpretacdo de conjuntos de dados extensos gerados por tecnologias de alto rendi-
mento. Em geral, uma rede é representada por um conjunto de elementos distintos, os
nds, e interagdes entre esses elementos, as arestas. Quando aplicado a biologia, os nés
podem representar genes, proteinas ou estruturas modulares que sao uma combinacao
de muitas unidades co-dependentes. As arestas correspondem a interacdes biolégicas,
conectando os nés e formando uma rede funcional que governa o processamento celu-
lar. Redes de interagdo geralmente dependem do ambiente habitado pelo organismo em
estudo. Isso implica muitas possiveis configuragdes de rede, cada uma facilitando os pro-
cessos biolégicos mais adequados as condigcdes externas. Os dados dos quais as redes
sao geradas devem, portanto, ser identificados com o(s) ambiente(s) experimental(is) cor-
respondente(s). Na prética, isso tem se mostrado uma tarefa dificil devido a limitagées em
métodos experimentais e gerenciamento de dados (CARTER, 2005).

Grandes redes frequentemente apresentam uma complexidade que torna desafia-
dora sua andlise em termos de topologia e uma abordagem recomendada para superar
essas dificuldades é a identificacdo e caracterizacao de motivos de rede. Os motivos de
rede sdo conjuntos pequenos de ndés com padrdes especificos de conectividade. A supo-
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sicdo subjacente € que, ao identificar e caracterizar um numero suficiente de motivos em
termos de seu comportamento dindmico, torna-se possivel reconstruir o comportamento
de toda a rede. De fato, diversos pesquisadores sustentam que a andlise de motivos de
rede ndo apenas é a abordagem mais eficaz, mas também a Unica viavel para analisar
redes extensas e complexas. Uma classe de motivos de rede que, teoricamente, desperta
interesse particular para aqueles envolvidos na dindmica de redes é a classe dos feedback
loops (HALLINAN; JACKWAY, 2005).

Um feedback loop descreve um circuito fechado de interacdes que independente-
mente de seu comprimento se origina e termina no mesmo nd. A natureza dos circuitos
de feedback, se positivo ou negativo, esta associada a paridade das interacdes negativas
presentes no circuito (HALLINAN; JACKWAY, 2005), mostrado na figura 4. Um circuito
negativo é definido por um nimero impar de interacées negativas no loop, enquanto um
circuito positivo € definido por um namero par de interagdes negativas.

Figura 4 — Exemplos de feedback loops. A esquerda, um feedback loop negativo composto por duas

moléculas. A direita, um feedback loop duplo positivo, formado apenas por interagdes positivas, enquanto
um feedback loop duplo negativo contém um ndmero par de interagdes negativas.
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Fonte: Adaptado de (DALCHAU et al., 2018).

As redes reguladoras de genes diferem das redes de interagdo proteina-proteina
mais amplamente reconhecidas por sua natureza bipartida e direcional. Essas redes sao
bipartidas, pois apresentam dois tipos distintos de nés: os genes e os reguladores. E
importante notar que alguns genes atuam como reguladores de outros genes ou proteinas,
contribuindo para a complexidade dessa biparticdo. Além disso, a natureza direcional das
redes reguladoras genéticas é evidente no fato de que os reguladores exercem controle
sobre os genes, geralmente sem uma influéncia reciproca (WALHOUT, 2011).

Na figura 5, temos um exemplo de uma RRG. Nesse contexto, a célula recebe
um sinal de entrada, detectado por proteinas receptoras na membrana plasmatica. Esse
sinal € entdo transmitido por meio de uma cascata de sinalizagéo, envolvendo proteinas e
moléculas citoplasmaticas, culminando na ativagcao de um fator de transcri¢éo (FT). O FT,
por sua vez, migra para o nucleo celular e se vincula a uma sequéncia especifica de DNA,
desencadeando a expressao do gene associado a essa sequéncia.

O gene expresso é transcrito em um mRNA, que, por sua vez, é traduzido em uma
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proteina alvo. Essa proteina desempenha um papel crucial na ativagdo da fungéo celu-

lar determinada pelo sinal de entrada original. Vale ressaltar que, durante o processo de

traducao, a presenca de miRNAs pode interromper a tradu¢cdo do mRNA (LING; FABBRI;

CALIN, 2013), proporcionando um mecanismo regulatério adicional. Essa regulagao por

miRNAs acrescenta uma camada de complexidade ao controle da expressao génica, pos-
sibilitando ajustes finos e resposta adaptativa as condigdes celulares.

Figura 5 — Exemplo de uma rede de regulagao génica.
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2.3 TRANSICAO EPITELIAL MESENQUIMAL

Células epiteliais e mesenquimais sao caracterizadas por seus fenétipos unicos e

pela morfologia das estruturas multicelulares que elas criam (SHOOK; KELLER, 2003).
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O epitélio € o tecido primordial do organismo, que recobre todas as superficies cor-
porais, incluindo tanto as internas quanto as externas. As células do tecido epitelial sdo
ligadas por complexos de adesao intercelular em sua membrana que auxiliam na susten-
tacao do citoesqueleto. Os diversos tipos de juncées desempenham nao apenas o papel
de pontos de adesdo, mas também podem atuar como vedantes, impedindo o fluxo de
materiais através do espaco intercelular. Além disso, essas jungcdes tém a capacidade
de proporcionar canais para a comunicag¢ao entre células adjacentes. Do ponto de vista
funcional, podemos classificar as juncées em categorias como juncdes de adesao, que in-
cluem z6nulas de adesdo, desmossomos? e hemidesmossomos?®; juncdes impermeaveis,
conhecidas como z6nulas de oclusdo; e jungbes de comunicagao, como as jungbes co-
municantes ou juncdes gap (JUNQUEIRA; CARNEIRO; ABRAHAMSOHN, 2018). Essas
juncoes intercelulares permitem que o epitélio forme uma superficie que envolve volumes
tridimensionais e fornece integridade estrutural. Células epiteliais normalmente se asso-
ciam firmemente com seus vizinhos, inibindo seu potencial de movimento e dissociagao da
camada epitelial (LEE; NELSON, 2012).

Em contraste, células mesenquimais ndo formam uma camada regular de células
ou complexos de adesao intercelulares especializados. Esse tipo celular tem uma forma
alongada em relagao as células epiteliais e exibem polaridade de ponta a ponta e adesdes
focais, permitindo uma capacidade migratéria aumentada. Além disso, as células mesen-
quimais migram facilmente dentro dos tecidos individualmente ou coletivamente, formando
uma cadeia de células migratérias. Elas sao essenciais para o desenvolvimento, pois po-
dem migrar grandes distancias pelo embrido para dar origem a um 6rgao especifico. No
adulto, a fungao principal dos fibroblastos, células mesenquimais prototipicas que existem
em muitos tecidos, € manter a integridade estrutural pela secregdo de matriz extracelular
(MEC) (LEE; NELSON, 2012).

Em muitas células epiteliais, a organizagao de organelas na regiao do citoplasma
que se apoia na lamina basal (polo basal da célula), a qual é a parte inferior ou mais
proxima da base da célula, difere da disposicao observada no citoplasma da regiao livre
da célula (polo apical), que € a parte superior ou voltada para a cavidade ou superficie
livre do tecido. Essa distinta organizagdo, que permanece consistente em varios tipos de
epitélios, é conhecida como polaridade das células epiteliais. Esse fen6meno implica que
diferentes partes dessas células podem desempenhar fungdes distintas. Além disso, a
composicao molecular da membrana plasmatica nas células epiteliais pode variar entre
seus polos especificos (JUNQUEIRA; CARNEIRO; ABRAHAMSOHN, 2018).

A figura 6 resume as caracteristicas que distinguem as células epiteliais das células

2Desmossomos, conhecidos também como jun¢des de ancoragem, desempenham o papel de rebites,
solidificando a unido das células. Essas estruturas sao responsaveis por conectar as células musculares
entre si em um tecido muscular (REECE et al., 2010).

30s hemidesmossomos sdo estruturas assimétricas que ancoram a porcéo basal das células epiteliais a
lamina basal subjacente (KIERSZENBAUM; TRES, 2012).
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mesenquimais.

Figura 6 — As células epiteliais possuem proteinas juncionais especializadas, apresentam polaridade
apicobasal e tém uma capacidade limitada de dissociacdo e migragao. Por outro lado, as células
mesenquimais nao formam complexos especializados de adesao, tém uma forma irregular com polaridade
de ponta a ponta e aderéncias focais, 0 que resulta em uma capacidade aumentada de migragao.
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Fonte: Adaptado de (LEE; NELSON, 2012).

No final dos anos 1960, a primeira descricdo formal da transi¢do epitelial mesen-
quimal (TEM) foi publicada, com evidéncias substanciais que indicam a capacidade das
células epiteliais de realizar uma transicdo para um fenétipo mesenquimal, destacando a
significancia desse processo durante a embriogénese normal em aves (TRELSTAD; HAY;
REVEL, 1967; HAY, 1968). Ja na década de 1980, Greenburg e Hay detalharam as altera-
cOes epiteliais-mesenquimais observadas nos fenotipos celulares de epitélios tanto adultos
quanto embrionarios e apenas nos anos 1990, o acumulo de evidéncias passou a indicar
que um processo semelhante, inicialmente observado durante a embriogénese, também
estava associado a progressao do cancer (GREENBURG; HAY, 1982; THIERY, 2002).

A transicao epitelial mesenquimal é um processo biolégico no qual uma camada
polarizada de células epiteliais passa por diversas alteragcdes bioquimicas, resultando em



29

um fendtipo mesenquimal. Esse fendtipo é caracterizado por células com adesées celu-
lares mais frageis e maior capacidade migratéria. Adicionalmente, essas células exibem
morfologia alterada, assim como resisténcia a quimioterapia (ISER et al., 2017). A degra-
dacdo da membrana basal € o indicativo da concluséo do processo de TEM, que facilita
a migracao da célula mesenquimal para sitios distantes da camada epitelial originaria. A
TEM é categorizada em trés subtipos distintos com base no contexto biolégico em que
ocorre. O primeiro tipo de TEM esta associado a implantagéo, formagcdo de embrides e
desenvolvimento de 6rgaos, o segundo tipo de TEM é vinculado a cicatrizacao de feridas,
regeneracao de tecidos e fibrose de érgaos e por fim, o terceiro tipo ocorre em células ne-
oplésicas, sendo associado a progressao do cancer. Essa classificagdo proporciona uma
compreensao mais abrangente dos diferentes cendrios em que a TEM desempenha papéis
distintos, desde eventos fisioldgicos normais até situacdes patoldgicas, como no contexto
do cancer (KALLURI; WEINBERG et al., 2009).

O cancer é uma doenga na qual algumas células do corpo crescem incontrolavel-
mente. Existem muitos tipos diferentes de cancer, e cada um comeca quando uma unica
célula adquire uma alteragédo genémica (ou mutacao) que permite que a célula se divida e
se multipligue sem controle. Tais mutagbes podem originar-se de erros durante a replica-
cao do DNA ou ser provocadas por danos ao DNA resultantes de exposicoes ambientais,
como a exposicao a fumaca do tabaco ou aos raios ultravioleta do sol (National Human
Genome Research Institute, 2023). A metastase, que envolve a propagacao de células
malignas de um tumor inicial para areas distantes, emerge como o principal desafio no tra-
tamento do cancer e constitui a causa primaria de ébito em pacientes diagnosticados com
essa doenca (GEIGER; PEEPER, 2009). Devido ao aumento na capacidade migratoria
das células epiteliais cancerigenas, ha uma consideravel énfase na pesquisa do terceiro
tipo de TEM.

A figura 7 exibe o processo da TEM e seu processo inverso, (TME). Durante a TEM,
as células epiteliais perdem nao apenas a sua polaridade apical-basal, mas também as
conexdes entre si e com a membrana basal.



30

Figura 7 — A transigcao epitelial mesenquimal (TEM) e seu processo inverso, a transigdo mesenquimal
epitelial (TME), ocorrem tanto em processos fisiolégicos quanto patologicos, apresentando uma
caracteristica espectral distintiva. A regulagdo da TEM envolve diversos fatores, como fatores de

transcricao, sinalizacao celular e modificagdes epigenéticas. Os termos técnicos incluem TJ, referente a
jungao apertada (tight junction); AJ, a juncao aderente (adherens junction); DS, ao desmossomo; e HDS, ao
hemidesmossomo.
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Fonte: Adaptado de (LAl et al., 2020).

E crucial ressaltar que, antes de as células cancerigenas conseguirem iniciar o pro-
cesso de metastatizacdo, é essencial que elas vengam o desafio do anoikis, uma forma
de morte celular programada que é acionada quando células dependentes de ancoragem,
como as integrinas, se desprendem da matriz extracelular (MEC) circundante (KIM et al.,
2012). Em situagbes normais, quando as integrinas na superficie da célula epitelial esta-
belecem contato com a MEC, ocorre a ativagdo da FAK*, desencadeando uma cascata de
fosforilagdo que culmina na ativagcao da Akt, promovendo, assim, a sobrevivéncia celular.
No entanto, se a integrina perde o contato com a MEC, os sinais de sobrevivéncia celular
sao interrompidos, permitindo que proteinas pré-apoptoticas fiquem desinibidas e iniciem
o processo de morte celular (HEERBOTH et al., 2015).

As células cancerigenas empregam diversas estratégias para evitar o anoikis, mui-
tas vezes associadas a TEM. Por exemplo, a diminuigdo da expressao da E-caderina e o
aumento na expressao da N-caderina estao correlacionados com a resisténcia ao anoikis
e um incremento na invasividade. Além disso, evidéncias sustentam que a desregulacao
dos receptores do fator de crescimento pode levar a resisténcia ao anoikis (DERKSEN et
al., 2006).

4Quinase de adesao focal. FAK é uma proteina que desempenha um papel crucial como mediador intra-
celular de modificagdes provenientes do ambiente extracelular (YOON et al., 2015).
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2.4 FENOTIPOS HiBRIDOS

As células tumorais sao reconheciveis por compartilharem diversas caracteristicas
moleculares e morfolégicas com os fibroblastos estromais circunvizinhos. Simultanea-
mente, 0 microambiente em constante evolugao no tumor possibilita que essas células
adotem um fendétipo hibrido entre epitelial e mesenquimal (E/M), conferindo-lhes uma no-
tavel plasticidade celular (REVENU; GILMOUR, 2009). Consequentemente, as células
tumorais adquirem um potencial migratério, atravessam a membrana basal, adentram os
vasos sanguineos periféricos e transformam-se em células tumorais circulantes (CTCs).
Estas células passam pelo processo de transicdo mesenquimal epitelial, viajam para 6r-
gaos distantes ou auto-semeiam-se de volta ao 6rgao alvo original. Uma vez estabelecidas,
extravasam e proliferam para formar metastases secundarias (KIM et al., 2009).

Células cancerigenas que exibem um fenétipo E/M parcial ou hibrido demonstram
caracteristicas epiteliais, como adesao célula-célula, e mesenquimais, incluindo migragao,
durante um periodo transitorio durante a transicao epitelial mesenquimal. CTCs malignas
com esse fen6tipo hibrido E/M tém a capacidade de migrar individualmente ou de maneira
coletiva na matriz extracelular (MEC) através do sistema circulatério (GARG, 2017). Por
conta disso, as células que exibem um fenétipo hibrido podem demonstrar um potencial
metastatico até 50 vezes maior do que as células migratérias individuais que apresentam
um fendtipo mesenquimal completo (ACETO et al., 2014).

A figura 8 mostra a migragao de células com fenétipo hibrido, as caracteristicas es-
pecificas de cada fenétipo e seus marcadores. A TEM confere caracteristicas agressivas
as células cancerigenas, como resisténcia a medicamentos, supressdao da senescéncia,
evasao da anoiquis, escape da vigilancia imunologica e aquisicao de propriedades seme-
Ihantes as células-tronco cancerigenas (CSC) (SAITOH, 2018). A definicdo classica da
TEM frequentemente se baseia na alteracdo do marcador de adeséo celular E-caderina
(E-cad), indicando a sua deple¢do, e no ganho do marcador neural N-caderina (N-cad)
(LINTZ; MUNOZ; REINHART-KING, 2017). Notavelmente, CTCs foram identificadas exi-
bindo fenétipos hibridos E/M, capazes de transicdo para estados mesenquimais e de indu-
zir metastases por meio da TEM em locais distantes (SINHA et al., 2020).
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Figura 8 — Células com fenétipo hibrido E/M representam um estado de transigao durante o processo de
transicao epitelial mesenquimal. Diversos marcadores e caracteristicas especificas identificam os estados
epitelial (E), mesenquimal (M) e hibrido (H) em diferentes fases da transigao. A perda das aderéncias
celulares nas células E desencadeia a TEM, permitindo que essas células se libertem na circulagao
sanguinea como células tumorais circulantes (CTCs).
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Fonte: Adaptado de (SINHA et al., 2020)

O estado hibrido da transicao epitelial mesenquimal é coordenado por diversos
elementos, entre eles os fatores de estabilidade fenotipica (PSFs), fatores de transcri-
cao (FTs), proteinas de jungao aderente, notadamente E-caderina (E-cad) e N-caderina
(N-cad), reguladores epigenéticos, modificacées pds-traducionais e o microambiente tu-
moral. Reguladores epigenéticos, como metilacdo, acetilacdo e RNAs n&o-codificantes,
juntamente com modificagbes pds-traducionais, como fosforilagcdo e ubiquitinacdo, desem-
penham papéis cruciais na regulacdo da expressao de diversos fatores de transcricao,
incluindo SNAI1, Twist1, ZEB1 e ZEB2. Estes FTs, por sua vez, potencializam o processo
de TEM e, consequentemente, contribuem para a subsequente formagao de metastases
(SINHA et al., 2020).

Os sinais de ativacao como TGF-3 e Wnt, recebidos pelas células no seu microam-
biente, colaboram de maneira sinérgica com as vias de sinalizagao intrinsecas dessa para
induzir a expresséo de diversos FTs indutores da transicdo epitelial mesenquimal (KRO-
GER et al., 2019).
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2.5 MATRIZ EXTRACELULAR

Matrizes extracelulares (MECs) constituem redes arquiteténicas tridimensionais me-
ticulosamente organizadas, desempenhando papéis estruturais e funcionais cruciais na
organizagao e remodelagao de tecidos, assim como na regulagédo de processos celulares.
Estas MECs funcionam como mediadores de comunicacao entre as células em 6rgaos e
tecidos, orquestrando uma série de sinais que fluem tanto do ambiente celular para o exte-
rior quanto vice-versa (MANOU et al., 2019; THEOCHARIS et al., 2012). Como resultado,
as MECs direcionam a morfogénese, o desenvolvimento e a homeostase dos tecidos, regu-
lando aspectos fundamentais da fisiologia celular, crescimento, sobrevivéncia, diferencia-
cao e adesao. Durante condicdes patolégicas, as MECs passam por extensa remodelagéo,
desempenhando um papel crucial na progressdo de diversas doengas (THEOCHARIS;
MANOU; KARAMANOS, 2019), englobando aterosclerose, patologias autoimunes e infla-
matorias, e também incluindo o cancer (THEOCHARIS et al., 2016). Fendtipos especificos
da MEC moldam as caracteristicas distintas dos varios tipos de tecidos, como epiteliais,
nervosos, musculares e conjuntivos, atendendo as demandas especificas de suas funcdes
ideais (10ZZ0 et al., 2020).

E importante notar que a formulagao das MECs pode ser continuamente adaptada
em resposta a sinais bioquimicos ou mecanicos, resultando em um processo de remode-
lacdo dinamico e ajustado (KARAMANOS et al., 2019).

A figura 9 apresenta a estrutura da matriz extracelular. Embora, em sua esséncia,
a MEC seja constituida por agua, proteinas e polissacarideos, cada tecido apresenta uma
MEC unica em termos de composicao e topologia. Essa singularidade é gerada durante
o desenvolvimento do tecido por meio de um didlogo dindmico e reciproco, tanto bioqui-
mico quanto biofisico, entre os diversos componentes celulares, como células epiteliais,
fibroblastos, adipécitos e elementos endoteliais, e 0 microambiente em constante evolu-
cd0, composto por proteinas. E importante destacar que a composicéo fisica, topolégica
e bioquimica da MEC nao apenas varia entre tecidos, mas também apresenta uma no-
tavel heterogeneidade. Esse carater heterogéneo reflete a interagdo complexa entre os
componentes celulares e a matriz extracelular em constante evolugéo, resultando em uma
MEC Unica para cada tipo de tecido. Esse fenémeno sublinha a sofisticagdo do processo
de desenvolvimento tecidual, onde a dinamica interativa entre células e ambiente circun-
dante desempenha um papel fundamental na determinacao das caracteristicas distintas da
matriz extracelular em diferentes contextos fisioldgicos (FRANTZ; STEWART; WEAVER,
2010).



Figura 9 — Estrutura da matriz extracelular e suas componentes.

Fonte: Adaptado de (FRANTZ; STEWART; WEAVER, 2010)
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3 METODOLOGIA

A bioquimica, que se dedica ao estudo dos processos e principios quimicos nos
organismos vivos, serve como alicerce fundamental para a compreensao da vida em sua
totalidade, abrangendo doencas complexas como o cancer ou a diabetes. A abordagem
cientifica mais eficaz na bioquimica ainda é o reducionismo, caracterizado pela recons-
trucdo gradual de processos complexos, partindo de elementos fundamentais, por meio
da acumulacdo de conhecimento sobre fatos elementares, tais como as transformacgdes
quimicas. Esses fatos, essenciais para o entendimento, necessitam de uma organizagao
adequada, e a modelagem matematica emerge como uma ferramenta valiosa para auxiliar
no raciocinio sobre esses elementos. Dessa forma, a aplicacdo dessa abordagem nao ape-
nas amplia nosso entendimento dos mecanismos bioquimicos subjacentes, mas também
proporciona uma base soélida para a investigacdo e compreensao de doengas complexas
que afetam os organismos vivos. A aplicacdo da modelagem matematica em redes biolé-
gicas emerge como uma perspectiva promissora para desvendar a intricada complexidade
da progressao do cancer. Essa abordagem possibilita a compreensao das anormalidades
que se acumulam na cinética da bioquimica celular (CALZONE; BARILLOT; ZINOVYEV,
2018). A modelagem computacional tem se destacado como uma abordagem amplamente
adotada no cenario cientifico contemporaneo, facilitando a andlise de dados gerados por
redes bioldgicas complexas, isso inclui investigagdes sobre destino celular, transicao epi-
telial mesenquimal, ciclo celular, entre outros processos bioldgicos (SILVEIRA; GUPTA;
MOMBACH, 2020a; SILVEIRA; GUPTA; MOMBACH, 2020b; GUPTA; SILVEIRA; MOM-
BACH, 2018; ISSLER; MOMBACH, 2017).

A representacao dindmica da expressao génica pode ser alcancada por meio de
equacbes diferenciais, onde variaveis especificas sdo empregadas para descrever as alte-
racGes nos padroes de expressao génica ao longo do tempo e do espacgo. Esse enfoque
permite capturar e modelar de maneira eficiente as complexas dindmicas que caracterizam
a regulacéo génica, o qual facilita a observacao sobre as variagbes temporais e espaciais
nos niveis de expressao dos genes (ARNOSTI; AY, 2012).

3.1 MODELAGEM LOGICA

O uso do formalismo légico na biologia teve inicio nas décadas de 60 e 70, com as
contribuicdes de Sugito, Kauffman e R. Thomas, demonstrando que os estados estaveis
derivados dessa modelagem podem ser vinculados a distintos fenétipos celulares, e que
as transicbes entre esses estados I6gicos podem ser correlacionadas com alteragdes na
expressao génica (SUJITA, 1963; KAUFFMAN, 1969; THOMAS, 1973). Na biologia de sis-
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temas contemporanea, essa estratégia tem sido aplicada com éxito na analise de extensas
redes moleculares regulatérias, englobando genes, proteinas e microRNAs, para descrever
comportamentos complexos e decisdes relacionadas ao destino celular (NOVERE, 2015;
WYNN et al., 2012; ABOU-JAOUDE et al., 2016).

Em sintese, essa estratégia envolve o desenvolvimento e a andlise de modelos
l6gicos que descrevem uma ou mais propriedades fenomenoldgicas, pressupondo uma
regulacao nao linear dos componentes regulatérios, dependentes apenas da presenca ou
auséncia de reguladores (THOMAS, 1991). Esse modelo é uma representacao abstrata
da rede regulatéria, materializada por meio de um grafo, conhecido como grafo regulatério.

Nesse grafo regulatério, as arestas refletem os efeitos de influéncia entre os compo-
nentes da rede, chamados de nés, representando processos de ativagao ou inibigdo, sendo
frequentemente binarios (booleanos), descrevendo dois estados qualitativos de atividade
biolégica ou concentragado para os respectivos componentes moleculares, ligados ou desli-
gados. Alternativamente, os n6s podem também ser multi-valorados, associando multiplos
graus discretos e finitos de atividade/concentracdao aos componentes moleculares.

No contexto da modelagem l6gica, os genes (ou componentes reguladores) sao
associados a valores discretos que representam seus niveis funcionais de expressao ou
atividade. Uma fungdo reguladora determina como o nivel do gene evolui, dependendo
dos estados dos ndés que controlam sua atividade. Esse modelo estabelece um sistema
dindmico em que o estado da rede, ou seja, 0s niveis de cada componente, evolui de
maneira discreta. Essa representacéo abstrata dos mecanismos moleculares é particular-
mente Util ao lidar com redes para as quais faltam dados cinéticos precisos (CHAOUIYA;
REMY, 2013).

Na figura 10 as linhas vermelhas representam valores tedricos tanto pelos modelos
cinético quanto légico. Os pontos correspondem aos valores observados experimental-
mente ao longo do tempo para uma molécula biolégica. A maioria dos processos bioldgicos
resulta em saturagdo de um produto durante sua produgao ou durante uma transformacgao
quimica da molécula ao longo do tempo (comportamento sigmoide). Isso ocorre quando
a taxa de produgédo de uma espécie quimica biolégica é igual a taxa de consumo. Por
exemplo: A producao de uma proteina por meio da ativagao de seu gene atinge seu limite
quando sua taxa de produgéo € igual a taxa de degradagao da proteina; A fosforilagdo de
uma proteina por quinases (ativacao/inibicdo) em sinalizacdo é limitada pela concentra-
cao constante de proteinas; Reagbes quimicas e ligagdo molecular de proteinas quando
atingem o equilibrio (PAIS, 2018).

A abordagem mais comum na modelagem de redes é por meio do desenvolvimento
de modelos cinéticos, que dependem de conhecimento detalhado sobre as leis de taxa e
constantes cinéticas de cada processo individual. A modelagem logica tem a vantagem
de nao exigir conhecimento preciso sobre a cinética dos processos individuais na rede
(NOVERE, 2015; WYNN et al., 2012). Isso é particularmente vantajoso para a maioria das
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redes moleculares que envolvem processos de sinalizac¢ao, pois suas leis de taxa cinética
e parametros cinéticos geralmente sdo desconhecidos.

Figura 10 — Modelagem cinética ao longo do tempo usando um modelo cinético e a abstragéo l6gica
correspondente.

ATIVO

INATIVO

Atividade / Concentragao

Tempo Etapa de atualizagao

Fonte: Adaptado de (PAIS, 2018)

A evolugao na estrutura légica € executada por meio das chamadas de atualiza-
cao das variaveis, definidas por regras logicas, sem acessar as taxas dos processos. Os
comportamentos dos modelos l6gicos sdo governados por fungdes l6gicas (também de-
nominadas regras logicas), que definem a evolugao das variaveis em direcao a atratores,
seguindo um esquema de atualizagao.

Ademais, a modelagem ldgica introduz a nocao de valores de limiar, que definem
mudancgas na atividade dos componentes do modelo conforme as fungdes légicas. Desse
modo, a modelagem légica proporciona uma analise discreta e qualitativa de redes mole-
culares, em contraste com a modelagem cinética baseada em equacgdes diferenciais ordi-
narias (ODE), comumente utilizada e continua (WYNN et al., 2012; ABOU-JAOUDE et al.,
2016).

Do ponto de vista matematico, a elaboracdo do modelo I6gico de uma rede regu-
latéria (G, K') é guiada por informagdes bioquimicas previamente publicadas na literatura.
Essas informagdes sao definidas por um conjunto de n componentes reguladores discre-
tos, G = (g1, g2, ---, gn), ONde cada g; tem valores em (0, ..., M az;), representando o nivel
de ativacdo do componente, onde Max; é o0 valor maximo definido para g;. Esses com-
ponentes podem ser equivalentes as concentracées de moléculas ou estados biolégicos,
processos bioldgicos, ou fendtipos. Um g; multivalorado sera considerado quando a varia-
vel atua em niveis diferentes em alvos distintos ou tem efeitos diferentes em um alvo.

Em um modelo légico o espaco de estados S, o qual é representado por um grafo de
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transicoes de estados (GTE) é finito e um n6 é definido como um vetor g = [g1, 92, .-, Gn]-
Uma fungéo légica K; define os valores de cada g; em termos de intera¢des ativadoras ou
inibidoras que ligam o g;. Isso caracteriza um grafo direcionado. A fungéo de transicéo K é
definida como K (g) = (K1(g), ..., K.(g)). Variaveis com mdltiplos valores sdo aumentadas
ou diminuidas passo a passo.

Os operadores logicos sdo o AND, OR e NOT, utilizados para especificar os mo-
mentos nos quais uma fungédo de estado assume valores discretos, particularmente, no
contexto booleano, quando a fungéo é nula ou igual a 1. Por exemplo, considere F'(a,b)
como uma fungéo de estado definida por I' = ab. Podemos observar que F(a,b) é dife-
rente de zero se, e somente se, a estiver presente e b estiver desativada. A tabela 1 a
seguir apresenta os casos possiveis para a fungao F'.

Tabela 1 — Tabela verdade do uso dos operadores logicos. O emprego do sobrescrito representa o NOT, o
"+"0 OR e escrever uma variavel ao lado da outra, como ab, indica o operador AND.

a bla b ab a+b ab a+b a+b ab
0o 0/1T 1 0 0 1 1 11
o 1{1 0 0 1 1 1 0O O
1 1/0 0 1 1 0O O O O
1 0/0 1 0 1 1 1 0 0

Fonte: (THOMAS; D’ARI, 1990)

Os GTEs sao usados para descrever os atratores, que sdo comportamentos as-
sintéticos na dinamica de modelos légicos. Em resumo, a rede de transicdo de estados
abrange todas as trajetérias potenciais que um estado inicial pode percorrer até chegar
a um estado final. Os vetores terminais que ndo possuem estados sucessores sao de-
nominados atratores estaveis, isto é, quando K(g) = g¢. Por outro lado, um conjunto de
vetores terminais que formam uma trajetoria ciclica entre si constitui um atrator ciclico
(ABOU-JAOUDE et al., 2016).

A figura 11 mostra o grafo regulatério que define a topologia da estrutura regula-
téria, onde os nds representam componentes regulatérios e as arestas representam os
efeitos regulatoérios (ativagdes séo indicadas por arestas verdes, enquanto inibicées sao
representadas em vermelho) (A). A evolugdo das variaveis associadas aos componentes
regulatérios é governada por funcdes logicas especificas que determinam como os sinais
de entrada afetam seu estado, que sdo expressas na forma de regras légicas. &, | e ! re-
presentam os operadores l6gicos AND, OR e NOT, respectivamente (B). Essa abordagem
l6gica permite traduzir o complexo arranjo de interagcdes genéticas em uma representacao
formal compreensivel, onde as fungdes logicas capturam as relacdes de ativacao e inibicao
entre os genes na rede de regulagéo.
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Figura 11 — Exemplo de aplicagéo do formalismo I6gico em uma rede de regulagao genética. (A) O grafo
regulatério é delineado pelas interagdes entre as componentes G4, que atua como sinal de entrada, G1, G2
e G3. (B) As fungdes légicas correspondentes controlam os estados dos nds da rede apresentada em A.

A Grafo regulatorio

B Funcdes logicas

K1(x)=1 se (x2=1) | (x4=1)
K1(x)=0 caso contrario

Ko(x)=1 se (x1=1 & x4=1) | (x3=1)
K2(x)=0 caso contrario

K3(x)=1 se I(x1=1) & !(x4=1)
K3(x)=0 caso contrario

Fonte: Adaptado de (ABOU-JAOUDE et al., 2016)

A figura 12 mostra a tabela verdade relacionada ao grafo da figura 11 para x4 = 0.

Figura 12 — Exemplo de tabela verdade para a x4, = 0.

Tabela verdade (x,=0)

) | z2 | z3 || Ki(z) | Ko(z) | K3(x)
01010 0 0 1
0|0]1 0 1 1
g lEla 1 0 1
1 il [ | 1 1 1
Ll 0 0 0
L1412 0 1 0
L1 19D 1 0 0
Ll:x | 3 1 1 0

Fonte: Adaptado de (ABOU-JAOUDE et al., 2016)

Os tipos de atualizagdes das variaveis sao os métodos sincrono e assincrono. No

método sincrono, as variaveis sao atualizadas simultaneamente a cada etapa do tempo,
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0 que gera uma dindmica completamente deterministica. No método assincrono, cada
variavel é atualizada independentemente, e pode gerar comportamento estocastico. De
maneira geral, os sistemas biolégicos exibem um comportamento estocastico em suas
dindmicas evolutivas. Portanto, 0 esquema assincrono € considerado mais realista devido
a sua dinamica estocastica (SANCHEZ; CHAOUIYA, 2016; MENDES et al., 2018).

Aqui usamos a atualizagdo assincrona, na qual cada estado g, da componente do
modelo i, dependendo do tempo ¢, evolui ao longo de cada etapa de tempo (¢ + 1) da
seguinte forma:

gi(t + 1) = gi(t) + sign[Ki(g(t))g:(1)], (3.1)

gi(t+1) = g;(t), (3.2)

para todo ¢ # j, onde sign|K;(g;(t))g:(t)] é a fungéo sinal dependente da fungao
légica K;(g;(t)) e estado inicial g;(¢). A fungao sinal sign(p)' é igual a 1 se p > 0, -1 se
p < 0 e sign(0) = 0, para p = 0. O indice j representa os componentes que nao foram
selecionados para o esquema de atualizagao.

Com base nas fungdes ilustradas na figura 11(B), é possivel construir o grafo de
transicdo de estados correspondente, adotando a abordagem de atualizacédo assincrona.
Conforme o estado do sinal de entrada (G4), € possivel identificar dois atratores distintos:
um ciclico, representado pela cor roxa, e outro estavel, visualizado em amarelo, como
destacado na figura 13.

Figura 13 — GTE relacionado ao método assincrono do correspondente grafo da figura 11.

Grafo de transicao de estados com atualizagido assincrona
0110 |— | 1110

/ | e / | 0111 |—| 1111
0100 |——— 100 AT m P

0101 |——+——| 1101
|0010 - 1010

/' / 0011 |———| 1011

0001 |—»| 1001

Fonte: Adaptado de (ABOU-JAOUDE et al., 2016)

A dindmica de uma rede regulatéria pode ser influenciada pelos circuitos que a
compdem. Para avaliar o impacto desses circuitos na dinamica, a abordagem ldgica pos-
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sibilita perturbac¢des simuladas (in silico) nos valores das componentes do modelo. Esse
tipo de abordagem permite explorar virtualmente os efeitos resultantes da restricdo de uma
variavel para seus extremos, proporcionando informagao sobre como tais perturbagdes po-
dem influenciar a dindmica do sistema modelado. Tais perturbagdes sao implementadas
restringindo o valor de uma componente especifica do modelo. Por meio de uma perda de
funcao (PF), a componente é forgada a permanecer no valor zero, indicando um estado de-
sativado. Por outro lado, um ganho de funcao (GF) impde que a componente permaneca
em um valor maior que zero, conforme os valores predefinidos para essa componente.
Essas estratégias de perturbacéo, simbolizadas por PF e GF, permitem uma analise siste-
matica dos efeitos dessas altera¢des virtuais na dinamica da rede regulatéria, contribuindo
para uma compreensdo mais profunda do comportamento do sistema (ABOU-JAOUDE et
al., 2016).

A simulacao de Monte Carlo, em sua esséncia, consiste na geracao de objetos
ou processos aleatérios por meio de computagdo. O método de Monte Carlo envolve a
amostragem aleatéria de distribuicoes de probabilidade especificas. Tanto em contextos
naturais quanto artificiais das técnicas de Monte Carlo, a abordagem fundamental é a re-
peticado do experimento em varias iteragdes (ou através de uma simulagéo suficientemente
longa). Ao empregar a Lei dos Grandes Numeros e outros métodos de inferéncia estatis-
tica, o objetivo é obter varias quantidades de interesse. Essencialmente, a simulagédo de
Monte Carlo é uma ferramenta poderosa para explorar e compreender fendmenos comple-
x0s, utilizando o poder da aleatoriedade e da estatistica para extrair informacdes valiosas
a partir de experimentos simulados (KROESE et al., 2014). Quanto a determinacao da
alcancabilidade do atrator em modelos logicos, isso implica percorrer trajetérias aleatorias
ao longo da dinamica assincrona, representada pelo GTE. Em cada simulagao, o processo
€ interrompido ao atingir um estado estavel (sem sucessor) ou ao alcancar a profundidade
maxima predefinida. Realizando um grande numero de simulacdes, é possivel estimar as
probabilidades de alcancar os estados estaveis, proporcionando uma visdo probabilistica
do comportamento dinamico do sistema. Assim, se permite explorar eficazmente a diversi-
dade de trajetorias possiveis e avaliar a frequéncia relativa de diferentes estados estaveis
ao longo da dindmica do modelo l6gico (MENDES et al., 2018).

3.2 MODELAGEM CONTINUA

A modelagem matematica € uma ferramenta essencial na Biologia de Sistemas,
utilizada para abordar questdes biolégicas e, mais especificamente, validar redes que des-
crevem observacgdes biolégicas e prever os efeitos de perturbacdes. Nela, existem duas
abordagens principais: a modelagem quantitativa e a modelagem qualitativa.

A modelagem quantitativa envolve a representagéo de varias concentragoes de es-
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pécies quimicas por numeros reais. Geralmente, essa abordagem utiliza equacoes diferen-
ciais e segue o formalismo da cinética quimica para descrever o comportamento dindmico
do sistema ao longo do tempo. Nesse contexto, as interagdes entre as espécies sao ex-
pressas numericamente e pode descrever com mais precisao o comportamento dinamico
dos processos bioldgicos, pois acompanha a evolucao da concentracdo ou das atividades
das espécies quimicas em funcado do tempo, mas requer uma quantidade importante de
informacdes sobre os pardmetros dificeis de encontrar na literatura.

Por outro lado, a modelagem qualitativa representa concentragdes ou atividades de
espécies quimicas por um conjunto finito de valores discretos. Essa abordagem simplifica
a descricao do sistema, muitas vezes categorizando as concentragées em estados discre-
tos, como ativo ou inativo, em vez de utilizar valores continuos. A modelagem qualitativa
€ valiosa para entender padrdes emergentes e comportamentos globais do sistema, sem
a necessidade de uma precisdo numeérica extensa, proporciona uma descricado mais sim-
ples e menos detalhada dos sistemas bioldgicos, sendo eficaz na identificagdo de estados
estaveis, mas apresenta limitagdes na descricdo da cinética transitéria que leva a esses
estados.

Ambas as abordagens tém aplicagdes especificas, sendo a modelagem quantitativa
adequada para analises detalhadas de sistemas complexos, enquanto a modelagem quali-
tativa oferece informacgdes valiosas em situagées em que uma descricdo mais simplificada
é suficiente.

As equagdes diferenciais ordinarias (EDOs) tém desfrutado de uma ampla aplica-
¢ao na modelagem de vias de sinalizacdo. Esse formalismo é considerado o mais natural
para converter redes de reacoes detalhadas em modelos matematicos. De fato, as equa-
¢Oes podem ser derivadas de maneira direta ao empregar leis de acao de massa, cinética
de Michaelis-Menten ou funcdes de Hill para cada reagao, alinhando-se com os compor-
tamentos observados (STOLL et al.,, 2012). Essa abordagem permite a representacao
matematica precisa das dindmicas envolvidas nas vias de sinalizagao, facilitando a anélise
do sistema ao longo do tempo. A escolha de leis cinéticas especificas para cada reacao
proporciona uma correspondéncia mais fiel com os mecanismos bioquimicos subjacentes,
destacando a robustez e flexibilidade das EDOs como uma ferramenta fundamental na
modelagem matematica de processos bioldégicos complexos.

O formalismo booleano representa outra abordagem amplamente utilizada na mo-
delagem de vias de sinalizagéo, em que genes ou proteinas sao caracterizados apenas por
Os e 1s, como mencionado anteriormente. Esse formalismo é considerado o mais natural
para traduzir uma rede de influéncias em um modelo matematico. Em um modelo boole-
ano, a cada né é atribuida uma regra I6gica que conecta suas entradas. Dessa forma, ndo
sao necessarios valores reais de parametros para ajustar, sendo suficiente escolher as
regras logicas apropriadas que melhor descrevem o sistema. Em contraste com modelos
continuos, nos quais valores numéricos precisam ser ajustados, tanto as estruturas logicas
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quanto as continuas apresentam vantagens e desvantagens. No formalismo booleano, a
simplicidade do sistema, representado por valores binarios, facilita a interpretacéo e ana-
lise direta. No entanto, essa simplicidade também implica em uma descricdo mais abstrata,
perdendo nuances presentes em modelos continuos que capturam variagbes mais sutis.
Portanto, a escolha entre esses formalismos depende das caracteristicas especificas do
sistema em estudo e dos objetivos da modelagem.

Boolean Kinetic Monte-Carlo (BKMC) é um algoritmo proposto para abordar tanto
as estruturas légicas quanto as continuas (STOLL et al., 2012). Trata-se de uma gene-
ralizagdo natural da dindmica booleana assincrona (THOMAS, 1991), incorporando uma
interpretacdo probabilistica direta. Na estrutura BKMC, a dindmica é parametrizada pelo
tempo bioldgico, e a ordem de atualizagao é sujeita a ruidos, apresentando uma flexibili-
dade maior. Esse modelo especificado por regras légicas como nos modelos booleanos
regulares, mas com informagdes mais precisas: uma taxa numérica é adicionada para
cada transicao de cada né e nesse contexto, o tempo é representado por etapas discretas.

O algoritmo BKMC foi concebido seguindo uma série de principios fundamentais:

» Cada n6 no sistema é representado por um valor booleano (0 ou 1), denominado
estado do no;

» O estado global da rede é determinado pelo conjunto de estados individuais dos nés,
referido como o estado da rede;

+ A atualizagéo do estado de um n¢ é realizada com base nos sinais provenientes das
setas de entrada conectadas a esse ng, levando em consideracéao a légica especifica
envolvida;

» O tempo é representado por um numero real, proporcionando uma dimensao tempo-
ral ao processo;

+ A evolucao do sistema é caracterizada como estocastica, indicando que os eventos
ocorrem de maneira probabilistica.

Esses principios estabelecem as bases do algoritmo BKMC, permitindo uma repre-
sentacdo robusta e dinamica da evolugéao de redes com elementos booleanos. O uso de
valores booleanos simplifica a descricdo do estado de cada nd, enquanto a abordagem es-
tocastica adiciona um componente probabilistico a dinamica do sistema, tornando-o mais
adequado para modelar processos estocasticos na evolugao de redes.

A modelagem, conforme visto, utiliza o processo de Markov de tempo continuo den-
tro de um espacgo de estados booleano. Ao descrever a evolugao temporal do processo
biologico a ser modelado, as taxas de transi¢cao para cada né sdo explicitamente especifi-
cadas. Para realizar isso, € elaborada uma linguagem que pode ser interpretada como uma
generalizagdo de equagdes booleanas. De uma perspectiva matematica, essa abordagem
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pode ser traduzida em um conjunto de equacgdes diferenciais ordinarias que operam sobre
distribuicdes de probabilidade.

O Monte-Carlo Cinético, também conhecido como algoritmo de Gillespie, constitui
uma abordagem simples para explorar o espaco de probabilidade de um processo de Mar-
kov definido por um conjunto de taxas de transicdo. Essencialmente, pode ser interpretado
como uma formalizagdo de um processo de Markov de tempo continuo. Esse algoritmo
gera um conjunto de realizacdes ou trajetérias estocasticas do processo de Markov, sendo
alimentado por um conjunto de numeros aleatérios uniformemente distribuidos no intervalo
de [0, 1]. Em termos mais praticos, o algoritmo de Gillespie oferece uma ferramenta valiosa
para simular eventos estocasticos em sistemas dindmicos. Ao empregar nimeros aleato6-
rios como entrada, o algoritmo é capaz de capturar a natureza probabilistica inerente a
muitos processos biolégicos e quimicos. Dessa forma, ele se destaca como uma aborda-
gem eficaz para a andlise e compreensao de processos complexos, fornecendo trajetérias
estocasticas que refletem as flutuagdes inerentes a sistemas dindmicos.

Por definicdo, uma trajetoria S(t) é uma fungédo definida no intervalo [0, ta:]. O
conjunto de trajetorias estocasticas representa o processo de Markov, indicando que essas
trajetérias podem ser empregadas para calcular probabilidades. O algoritmo segue uma
abordagem iterativa: a partir de um estado S no tempo t,, utilizando dois nimeros alea-
torios uniformes, produz um tempo de transicdo 4t e um novo estado S’, com a seguinte
interpretacdo: a trajetéria S(t) é tal que S(t) = S para t € [t,t0 + t] e S(ty + t) = S.
A etapa iterativa € realizada até atingir um tempo maximo especificado. O estado inicial
de cada trajetéria é determinado pela condicao inicial (probabilistica), que também precisa
ser previamente definida.

Dado S e dois nimeros aleatérios uniformes u, v’ € [0, 1], a interagéo é dada por:

1. Célculo da taxa total de possiveis transigoes para sair do estado S: p;or = Y g P(s5/)-

Determinagéo da soma das taxas de transi¢éo ps_,s/) para todos os possiveis novos
estados S’, essa soma representa a taxa total de transicdes possiveis para deixar o
estado S;

2. Calculo do tempo da transicao: it = _logw).

Ptot

3. Disposicao dos possiveis novos estados S’(j), j = 1... e suas respectivas taxas de
transicéo p) = pig_,g0);

4. Calculo do novo estado S’ de tal modo que Zf;é pi < (Wptor) < Z?:o p; (por

convencgao p» = 0).

Esses passos constituem um procedimento completo para simular transi¢cdes esto-
casticas em um processo de Markov continuo, proporcionando uma representacao clara e
ordenada do processo (STOLL et al., 2012).
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3.3 GINSIM

A complexidade das redes delineadas frequentemente desafia a compreensao intui-
tiva, o que, por sua vez, requer o desenvolvimento de ferramentas computacionais apropri-
adas (GONZALEZ et al., 2006). Foram sugeridas diversas abordagens matematicas para
modelar redes genéticas e simular sua dinamica, abrangendo desde formalismos quanti-
tativos, como conjuntos de equagdes diferenciais ou estocésticas, até modelos booleanos
mais simplificados (JONG, 2002).

O GINsim (Gene Interaction Network Simulation)’, uma ferramenta de software de-
dicada a analise de redes regulatérias genéticas por meio da modelagem légica (CHA-
OUIYA; NALDI; THIEFFRY, 2012), desenvolvido em Java para a construgao e analise de
modelos logicos de multiplos valores, baseado na légica cinética generalizada de René
Thomas e de Richard DAri (1990). (THOMAS; D’ARI, 1990). Com essa ferramenta, € pos-
sivel projetar o grafo regulatério e formular o modelo légico correspondente. Esse software
oferece suporte a varidveis booleanas e multi-valoradas, a dindmica do modelo pode ser
gerada tanto sob esquemas de atualizacao sincrona quanto assincrona, incluindo a op¢ao
de definir classes de prioridade.

'GINsim estéa disponivel em: http://ginsim.org
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Figura 14 — A interface do GINsim. Vé-se um modelo discreto booleano, especificamente para os estados
estaveis no caso assincrono. Ao selecionar o n6é A, o usuario pode definir a regra légica associada a esse
né. Como resultado, o GINsim apresenta os valores de B e C para os quais 0 n6 A mantém um valor l6gico
nao nulo. Essa funcionalidade oferece uma visao clara das interagdes légicas entre os nés do modelo,
facilitando a compreenséo dos estados estaveis e suas dependéncias.

GINsim File View Graph Tools
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+ + — "+

|&| Determination of the Stable States
Select a perturbation

|-- |'| Configure

- —_—> Select a reduction
o ) [] strip (pseudo-joutputs
|.. |V| Configure |
/ Mame o m O

Close Run

4]

BT e e e e e T PP e L

Modelling Attributes | Style |

Id |A ? [+ functions, 1 parameters
Name 7 15

input  [] o [ElB & 1c

Max ‘IE
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Fonte: A autora

O software oferece diversos métodos para analisar as propriedades do modelo e
suporta multiplos formatos de modelo, possibilitando sua integragdo com outras ferramen-
tas de software (BERENGUIER et al., 2013; FAURE et al., 2006; CHAOUIYA; NALDI;
THIEFFRY, 2012). Entre as analises estaticas do modelo proporcionadas pelo GINsim,
destacam-se a determinagao analitica de todos os estados estaveis, independentemente
de suas condicoes de alcancabilidade, e a identificacdo de condi¢des para circuitos funcio-
nais positivos e negativos. Foram incorporados ao GINsim também métodos para estimar
as probabilidades de alcangabilidade de estados estaveis, como Avatar, MonteCarlo e Fi-
reFront.

Além disso, o GINsim permite ao usuario definir perturbag¢des simplesmente fixando
os valores das variaveis e explorar as mudancgas nas propriedades estaticas e dindmicas.
Por exemplo, é possivel fixar um n6é com valor 0 ou 1 para simular o efeito de um potencial
knockout ou superativagcdo de um gene, respectivamente. No GINsim, também é viavel
realizar knockout ou ativar ectopicamente o efeito de interacdes especificas de maneira
semelhante. Essa capacidade é particularmente interessante para investigar a importancia
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de uma interagao regulatéria nas propriedades da rede.

O software realiza, adicionalmente, o célculo das probabilidades associadas aos
estados estaveis utilizando o algoritmo Monte Carlo. O método Monte Carlo € tradicional-
mente empregado para estimar a probabilidade de um determinado resultado, especial-
mente no contexto da acessibilidade de atratores em modelos l6gicos. Cada simulagao é
encerrada quando se alcanca um estado estavel (sem sucessores) ou atinge a profundi-
dade maxima predefinida. A execug¢ao de um elevado numero de simulagdes possibilita a
estimativa das probabilidades relacionadas a alcancabilidade dos estados estaveis.

3.4 MABOSS

O software MaBoSS (Markovian Boolean Stochastic Simulator)? é uma ferramenta
em C++ projetada para simulacées de processos de Markov, tanto de tempo continuo
quanto discreto. Ele opera com base em um grafo de transi¢do de estados, descrevendo
a dinamica de uma rede booleana. O arquivo de configuracdo do MaBoSS inclui taxas de
aumento (transicao de OFF para ON) e reducao (transi¢cdo de ON para OFF) para cada no,
juntamente com fungdes logicas, permitindo uma explicita consideragao do tempo fisico
(COHEN et al., 2015).

A probabilidade de alcancar um fenétipo é calculada como a probabilidade de a
variavel do fenétipo estar no estado ON. Isso € realizado por meio da simulagéao de ca-
minhadas aleatérias no grafo probabilistico de transicao de estados. As probabilidades
associadas a fen6tipos especificos sao relatadas para cada mutante, com base em condi-
cOes iniciais predefinidas, que podem incluir elementos aleatorios.

O MaBoSS possibilita a previsdao de como a probabilidade de um fenétipo pode
aumentar ou diminuir quando variaveis do modelo sdo alteradas, refletindo o efeito de
mutacdes especificas ou tratamentos medicamentosos. Por exemplo, se uma mutacao A
aumenta a probabilidade de Apoptose em comparagdo com o tipo selvagem, podemos
inferir que o mutante A favorece a ocorréncia da apoptose (COHEN et al., 2015).

Para realizar uma simulagdo de um modelo no MaBoSS, € crucial ajustar um con-
junto de parametros. Embora o MaBoSS fornecga valores padréo, é essencial adapta-los
para cada modelo, visando atingir um equilibrio ideal entre a convergéncia das estimativas
e o0 tempo de computacdo. Dessa forma, diversas simulacées devem ser executadas, va-
riando os conjuntos de parametros para encontrar o ajuste mais adequado (STOLL et al.,
2012).

Os nés internos, identificados pela propriedade node.is_internal, desempenham

2MaBoSS esta disponivel em: https://maboss.curie.fr/ e na versdo web: https:/webmaboss.vincent-
noel.fr/model/maboss/simulation/. O CoLoMoTo fornece um ambiente unificado para modelos qualitativos
de redes bioldgicas: https://colomoto.github.io/colomoto-docker/.
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um papel crucial na convergéncia do algoritmo BKMC. Em geral, um maior numero de n6s
internos contribui para uma melhor convergéncia do processo.

A janela de tempo para probabilidades, controlada pelo parametro timetick, é es-
sencial para calcular as estimativas de probabilidades de estado da rede. Definir essa
janela como o tempo minimo necessario para a alteracao de estados dos nds impacta di-
retamente na convergéncia das estimativas de probabilidade, sendo uma escolha critica
para otimizar o desempenho do modelo (STOLL et al., 2012).

O tempo maximo, determinado pelo parametro max_time, influencia a producao de
trajetérias ao longo de um periodo pré-definido. Sua escolha depende do conhecimento
do tempo do processo bioldgico em questdao. Um tempo maximo ligeiramente maior que
o0 inverso da menor taxa de transicao é aconselhavel, impactando diretamente o tempo de
computacdo e a qualidade das estimativas da distribuicao estacionaria.

O numero de trajetérias, controlado por sample_count, € diretamente relacionado
a qualidade do algoritmo BKMC. Aumentar esse numero contribui para uma convergéncia
mais eficiente das estimativas.

Para as estimativas de distribui¢do estacionaria, os parametros statdist_traj_count
e statsdist_cluster_threshold sao cruciais. O primeiro representa um subconjunto de
trajetérias usado exclusivamente para essas estimativas, e € importante que seja menor
que o numero total de trajetérias. Ja o segundo corresponde ao limite para a construgéo de
clusters nas estimativas de distribuicao estacionaria, sendo recomendavel definir um valor
alto, préximo de 1, para otimizar o algoritmo de agrupamento, embora seja importante
evitar valores excessivamente altos para garantir eficiéncia computacional.

3.5 COMO FUNCIONAM OS CIRCUITOS POSITIVOS E NEGATIVOS E COMO ELES
AFETAM A REDE

Os esquemas regulatérios biolégicos descritos na literatura frequentemente incluem
representagdes graficas com setas que denotam diversos processos moleculares, como
reacdes metabdlicas, regulacao transcricional, degradacao, transporte, entre outros. Para
explorar os papeéis dindmicos dos circuitos reguladores, é necessario traduzir esses esque-
mas regulatérios em um formalismo matematico homogéneo (THIEFFRY, 2007).

Quando se utiliza uma representacao baseada em grafos, a ideia de um circuito re-
gulador é derivada diretamente do conceito de circuito na teoria dos grafos, onde os sinais
de interagao sao entao definidos como rétulos de arco. Através de regras légicas especifi-
cas que delineiam o comportamento de cada componente regulatério, € viavel deduzir as
interacOes regulatorias, incluindo os sinais associados.

Definidos como sequéncias circulares simples de interagdes direcionadas, os cir-
cuitos de feedback podem ser categorizados como positivos ou negativos, dependendo da
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paridade do numero de interagcdes negativas (ou seja, o sinal de um circuito é determinado
pelo produto dos sinais de suas interagdes constituintes). Circuitos positivos sdo essenci-
ais para a criagao de estados celulares alternativos, muitas vezes referidos como atratores
multiplos no contexto de sistemas dindmicos (KAUFMAN; SOULE; THOMAS, 2007). Por
outro lado, circuitos negativos desempenham um papel crucial na promocao de homeos-
tase ou na sustentacao de comportamentos oscilatérios (PIGOLOTTI; KRISHNA; JENSEN,
2007).

A figura 15 apresenta a classificacdo dos circuitos regulatérios com base na pari-
dade do numero de interagdes negativas envolvidas, dividindo-os em circuitos positivos e
negativos, cada um com propriedades dinamicas e biologicas notavelmente distintas. Na
ultima linha, séao fornecidos exemplos simples de circuitos positivos e negativos retirados
de redes regulatérias que controlam o desenvolvimento do bacteriéfago lambda e do virus
HIV, respectivamente. As setas normais indicam ativagdes, enquanto as setas truncadas
representam inibigoes.

Figura 15 — Circuitos positivos e negativos e suas interpretagées bioldgicas.
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Fonte: Adaptado de (THIEFFRY, 2007)

As regras légicas estabelecidas para as componentes do circuito tém implicacbes
diretas em suas restrigdes de funcionalidade, conforme definido pelos seus reguladores.
Cada restricao é fundamentada na formulacao das regras logicas, as quais determinam as
relacdes entre as fungdes ldgicas das componentes do circuito e de seus reguladores, de
acordo com suas interdependéncias.



4 REVISAO DE ARTIGOS

4.1 MODELQO: TGF-5-INDUCED EPITHELIAL-TO-MESENCHYMAL TRANSITION PRO-
CEEDS THROUGH STEPWISE ACTIVATION OF MULTIPLE FEEDBACK LOOPS

O modelo de Zhang et al. (2014) aborda a transi¢ao epitelial mesenquimal (TEM) e
destaca trés fendétipos celulares durante esse processo, incluindo o estado de TEM parcial,
que apresenta caracteristicas tanto epiteliais quanto mesenquimais. A analise quantitativa
do TGF-$1-induzido TEM na linhagem celular MCF10A revelou a formacgéo de trés clus-
ters auto-organizados, representando os fenoétipos E, H e M, com diferentes padrdes de
abundancia de E-caderina e vimentina (VIM).

A dindmica da TEM pode ser delineada considerando a rede regulatéria apresen-
tada na figura 16. Nessa representacao, os sinais de entrada sdo dados pela presenca
exdgena de TGF-3. Essa sinalizacdo desencadeia a ativagao de marcadores tanto me-
senquimais quanto epiteliais por meio de uma sub-rede interna composta por SNAIL1,
miR-34, ZEB1, miR-200 e TGF-/3 endbgeno. Notavelmente, essa sub-rede é caracterizada
principalmente por circuitos positivos, como ZEB1/miR-200 e SNAIL1/miR34. A funciona-
lidade desses circuitos foi observada experimentalmente por meio de estudos realizados
em células epiteliais da mama humana da linhagem MCF10A, nas quais foram aplicados
tratamentos com a proteina hTGF-31.

O aumento da concentragcao de TGF-5 induziu dindmicas sequenciais passando do
fendtipo epitelial para o hibrido e, em seguida, para o fenétipo mesenquimal. A reversibili-
dade do processo diminuiu a medida que mais células adquiriram o estado mesenquimal.
O estado hibrido de TEM pode ser mantido por um periodo prolongado, indicando sua
estabilidade sob certas condicoes.

O estado mesenquimal € considerado condicionalmente irreversivel, dependendo
do tipo celular e das condi¢des experimentais. A remogéo do TGF-/3 exdgeno pode per-
mitir uma transicdo mesenquimal epitelial, e a irreversibilidade pode variar entre diferentes
tipos celulares. O estudo destaca a complexidade da rede regulatéria envolvida na TEM,
sugerindo que o circuito SNAIL1/miR-34 é um médulo regulatério, mas nao o Unico, e en-
fatiza a necessidade de investigagdes adicionais em redes biolégicas expandidas.

Células tratadas com concentragées como 0,5 ng/ml e 1 ng/ml de hTGF-1 apresen-
taram uma dinamica tri-estavel, a qual é representada pela estabilizacdo nos diferentes es-
tados da TEM. Dessa forma, esses dados sugerem que o estado final das células epiteliais
nao é completamente determinado pelas condi¢des iniciais impostas e, assim, indicando
que a dindmica de transicao entre os fenoétipos é estocastica.
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Figura 16 — O fator de transformacao de crescimentoS (TGF-5) desencadeia a transigao epitelial
mesenquimal. A rede regulatéria central da TEM induzida por TGF-3 exdgeno € composta por dois fatores
de transcrigéo (SNAIL1 e ZEB1), duas familias de microRNAs (miRNAs; miR-34 e miR-200) e TGF-53
endogeno.
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Fonte: Adaptado de (ZHANG et al., 2014)

4.2 MODELOQO: IN SILICO LOGICAL MODELLING TO UNCOVER COOPERATIVE INTE-
RACTIONS IN CANCER

O modelo de Selvaggio, Chaouiya e Janody, 2021 discute o uso de modelos compu-
tacionais, especificamente modelos légicos de interagcdes em redes para compreensao e
tratamento do cancer. Exploram a cooperatividade na transigao epitelial mesenquimal entre
RPTP_L, NOTCH e outros inputs do microambiente tumoral. Esses modelos computacio-
nais tém o poder de antecipar comportamentos sinérgicos ja relatados experimentalmente
e propor novos mecanismos cooperativos. Ha uma necessidade de compreender uma
variedade de determinantes celulares autbnomos e ndo autbnomos, que, sob diferentes
condicoes, podem cooperar ou antagonizar-se na geracao de fenétipos cancerigenos.

A rede regulatéria apresentada na figura 17, mostra o modelo I6gico da rede celular
que governa a transigao epitelial mesenquimal, abrangendo 39 nés intracelulares, incluindo
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fatores de transcricdo da TEM, marcadores epiteliais (E-Cad e miR200) e mesenquimais
(SNAIL, SLUG, ZEB, TCF/LEF, BCat), além de vias de sinalizacdo conhecidas da TEM
(RAS, NOTCH, WNT, TGFB, JAK/STAT, Hippo, Integrinas e AKT). Esses elementos séao
influenciados por 10 sinais provenientes do microambiente tumoral (HGF, EGF, rigidez da
matriz extracelular, TGFB, IL6, DELTA, ROS, WNT e os ligantes para RPTP e FAT4).

Figura 17 — Rede regulatéria das propriedades de adesao celular controlada pelo microambiente durante a
TEM. As entradas do microambiente tumoral sao indicadas em cinza, marcadores epiteliais estdo em verde,
enquanto marcadores mesenquimais estao em marrom escuro. NOs ovais representam componentes
booleanos, enquanto os retangulares representam componentes de multiplos valores. As setas verdes
indicam interag6es ativadoras, e as setas vermelhas indicam interagées inibitérias. Duas leituras do modelo
fornecem os estados da montagem da jungao de adesao (AJ) e da reciclagem da adesao focal (FA).
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Fonte: Adaptado de (SELVAGGIO; CHAOUIYA; JANODY, 2021)

RPTPs foram previstos pelo modelo como sinergizantes com fatores de cresci-
mento, rigidez da matriz extracelular (MEC) e TGF-3 para promover a transigao epitelial
mesenquimal, mas também tém um papel critico na estabilizagdo de um fenétipo hibrido.
Dependendo da interagdo envolvida, um oncogene pode resultar em diferentes fenétipos.
Isso destaca a importancia de considerar a heterogeneidade do ambiente tumoral ao pla-
nejar estratégias terapéuticas, evitando efeitos adversos.

Observa-se a necessidade de modelos mais complexos que levem em conta a in-
teracao dinamica entre células e seu ambiente, destacando a importancia de abordagens
de modelagem em multiplas escalas.
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4.3 MODELO: DYNAMICS OF THE FEEDBACK LOOPS REQUIRED FOR THE PHE-
NOTYPIC STABILIZATION IN THE EPITHELIAL-MESENCHYMAL TRANSITION

O modelo de Silveira e Mombach, 2020 aborda o processo de transicao epitelial
mesenquimal e a dindmica dos circuitos de feedback envolvidos na estabilizagao fenotipica
durante esse processo. Levando em consideracdo a TEM como um mecanismo essencial
para a metastatizagdo do cancer, o estudo destaca que ela, induzida por TGF-/ resulta em
trés estados fenotipicos estaveis e distintos: E, H e M. Os estados E e M séo caracterizados
por marcadores fenotipicos especificos, enquanto o estado H apresenta caracteristicas de
ambos.

A rede regulatéria proposta pelo artigo incorpora novas moléculas e circuitos des-
critos na literatura para explorar sua influéncia na dinamica triplice, mostrados na figura
18.

Figura 18 — Rede regulatéria para a TEM em resposta ao TGF-3 exdgeno. As setas verdes e vermelhas
indicam interagdes de ativagao e inibigao, respectivamente. NOs elipticos representam componentes de
valor multiplo, enquanto nés retangulares sdo booleanos. N6s em cores azul e amarelo representam
marcadores epiteliais e mesenquimais, respectivamente. O né de entrada em cinza indica TGF-3 ex6geno
Ex-TGFB, enquanto o né eliptico em branco representa a saida do modelo (TEM). O né retangular em roxo
denota &cido hialurdnico (HA).
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Fonte: Adaptado de (SILVEIRA; MOMBACH, 2020)

A andlise experimental e do modelo revela um comportamento triplice observado
em células epiteliais de mama (MCF10A) tratadas com diferentes concentragdes de TGF-
B. A predominancia do estado H sobre os outros dois fenétipos € consistente com obser-
vagdes experimentais.
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Perturbacdes na rede indicam que o circuito SNAIL1/miR-34 controla a transicao
do fenétipo E para H, enquanto os circuitos mediados por ZEB1 controlam a transicdo do
estado H para M. A estabilidade da dinamica triplice é atribuida a funcionalidade dos cir-
cuitos positivos, onde o sinal de entrada induz o comportamento de comutagéo bistavel no
circuito SNAIL1/miR-34. Destacando os microRNAs miR-340 e miR-1199 como importan-
tes na estabilizagdo do estado hibrido, com sua silenciagéo resultando na desestabilizacao
desse estado.

O modelo contribui para a compreensao da TEM em células cancerigenas de mama,
apresentando uma boa concordancia quantitativa com dados experimentais. A identifica-
cao de microRNAs como potenciais reguladores e a previsdo de seu papel na estabilizagao
fenotipica podem fornecer conhecimento para estratégias terapéuticas alternativas no can-
cer.

4.4 IMPORTANCIA DE CONTEMPLAR A MATRIZ EXTRACELULAR

O modelo de Sullivan et al. 2023 aborda o efeito dos sinais mecanossensiveis na
TEM, e os examinando em matriz extracelular rigida e flexivel.

A importéncia crucial do microambiente biofisico no controle da transicao epitelial
mesenquimal é evidenciada por uma série de experimentos publicados, que até o mo-
mento, o modelo de TEM n&o consegue reproduzir. Esses experimentos englobam efeitos
dependentes da rigidez do TGF-{, resultando em apoptose em ambientes de matriz ex-
tracelular (MEC) mole, em contraste com a inducdo da TEM em substratos rigidos. Além
disso, observou-se a ocorréncia de TEM completa na auséncia de qualquer sinal bioqui-
mico de transformagéo em MECs rigidas com nanopadrdes, sendo mediada por estresse
mecanico que induz fatores de transcri¢cdo relacionados a TEM. Contudo, ainda nos falta
um modelo mecanicista preditivo capaz de reproduzir e antecipar os impactos do ambiente
biomecanico em uma Unica célula, considerando seu comportamento em diversos contex-
tos de sinalizagao, como diferentes estimulos de crescimento ou sinais de transformacao.
Adicionalmente, os modelos computacionais existentes abordam apenas o processo de
transicdo mesenquimal epitelial em resposta a retirada de sinais de entrada que ativam
SNAI1 ou em decorréncia de drogas/mutagoes.

O estudo de Sullivan et al. reproduz fenétipos epiteliais, hibridos e mesenquimais,
o papel da sinalizacdo autécrina de TGF na manutencao de células mesenquimais na
auséncia de drivers externos, inibicao da proliferacao por TGF e seus efeitos apoptéticos
na MEC mole. A rede regulatéria € booleana composta por 136 nos para TEM parcial e
total, impulsionado pelo ambiente biomecanico de uma célula na auséncia de fatores de
transformacgao, como TGF-3, Wnt, Notch, Hedgehog ou IL6. A ativacdo de Rac1/PAK1 e a
sinalizagdo de NF-B mediada por PIBK/AKT deram inicio a TEM, mostrando a capacidade
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do modelo de manter estados epiteliais, hibridos e mesenquimais distintos.

Ainda, foi estendido para incluir um médulo de sinalizagdo TGF-£, reproduzindo a
necessidade de uma potente alca TGF-5 autécrina para manter o estado mesenquimal na
matriz extracelular mole. Oferece diversas previsdes testaveis, incluindo a influéncia da
densidade de jungdes aderentes na direcdo da TEM, a resposta bifasica a exposicao ao
sinal de crescimento e a capacidade do ambiente biomecanico por si sé de desencadear a
transigéo e silenciar a sinalizagcdo ERK/AKT.

Além de reproduzir comportamentos conhecidos, 0 modelo proporciona previsées
mecanisticas que podem ser testadas experimentalmente, incluindo a relagdo entre a den-
sidade celular e a exposi¢éao ao fator de crescimento na migragao e transi¢dao de estados
celulares. O estudo destaca a importancia da integragao correta de sinais de detecgao
mecanica e transformacao para construir modelos preditivos de populagdes celulares em
processos como cicatrizagao de feridas, inicio da invasao do cancer ou crescimento de
les6es metastaticas (SULLIVAN et al., 2023).



5 OBJETIVOS

Este trabalho tem como objetivo geral estudar a dinamica da transigao epitelial me-
senquimal por meio da modelagem logica, levando em consideragéo a influéncia de novas
moléculas da matriz extracelular e a evolugao temporal do sistema, a partir de uma rede de
cancer de mama proposta anteriormente. Esta abordagem visa contribuir com os estudos
dessa transicao.

Com base no objetivo geral os objetivos especificos deste trabalho sao analisar:

1. a ativacdo da TEM em resposta a MEC juntamente com TGF-3;
2. o comportamento do RNA longo nao-codificante ATB na dinémica;
3. a evolugao temporal do modelo e sua relagdo com a metodologia atemporal,

4. os resultados provenientes do software GINsim (atemporal) de um estudo prévio e
compara-los com os obtidos pelo software MaBoSS (temporal).



6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 ANALISE PREVIA DO COMPORTAMENTO TEMPORAL DO MODELO PROPOSTO
PARA TRANSICAO EPITELIAL MESENQUIMAL EM RESPOSTA A TGF-3 EXO-
GENO

O modelo proposto por Silveira e Mombach em 2020, aborda a dindmica de circuitos
de feedback que estabilizam os fenotipos durante a transicao epitelial mesenquimal. A rede
regulatéria referida analisa a TEM em resposta ao fator transformador de crescimento 3 e
indica que o circuito SNAIL1/miR-34 controla a transi¢cao do fenétipo E para H, enquanto
os circuitos mediados por ZEB1 controlam a transicao do estado H para M.

Os resultados alcancados neste estudo servirdo como base para uma analise mais
aprofundada, que sera conduzida por meio de uma abordagem temporal. Essa andlise
adicional permitird uma compreensao mais detalhada e abrangente dos fenbmenos obser-
vados. Além disso, 0 embasamento fornecido por este trabalho fornecera uma sélida base
para a exploragdo da influéncia de novas moléculas na continuidade da pesquisa.

Inicialmente, foi conduzida uma analise dos resultados obtidos no modelo proposto
citado anteriormente, conforme descrito no artigo intitulado "Dynamics of the feedback lo-
ops required for the phenotypic stabilization in the epithelial-mesenchymal transition". Essa
etapa envolveu a utilizacao do software MaBoSS para replicar e examinar os resultados
apresentados no referido estudo.

A rede original foi ajustada para um formato booleano, modificando os n6s CDH1 e
VIM para apresentarem apenas dois valores, zero e um, mostrada na figura 19. O né que
anteriormente representava TEM (originalmente denotado por EMT na rede) foi excluido.
Essa adaptacao possibilita agora a analise dos estados epitelial, mesenquimal e hibrido
apenas por meio dos dois nés de saida (outputs). E necessario que o modelo seja adap-
tado ao formato booleano, ja que a modelagem no MaBoSS utiliza um processo de Markov
de tempo continuo dentro de um espaco de estados booleano.
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Figura 19 — Rede original adaptada para uma rede booleana
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Na tabela 2, encontram-se as regras l6gicas correspondentes aos nés do modelo
original que passaram por adaptagao para o formato booleano.

Tabela 2 — Regras logicas adaptadas de CDH1 e VIM

Né Regra légica
CDH1 | (IZEB1 & ISNAIL1) | ((ZEB1 & SNAIL1) & (ZEB1 | SNAIL1))
VIM | (SNAIL1 & ZEB1) | ((SNAILT | ZEB1) & |(ZEB1 & SNAIL1))

Por meio do MaBoSS, é viavel realizar uma analise da evolugao temporal da distri-
buicdo de probabilidade dos nds contidos na rede. Durante essa analise, a proteina CDH1
(Caderina 1) atua como uma representacao do fenétipo epitelial, uma vez que essa pro-
teina é reconhecida como um marcador epitelial. Por outro lado, a proteina VIM (Vimetina)
funciona como um marcador mesenquimal, representando, assim, o fenétipo mesenquimal.
Quando existem ambas proteinas presentes no estado [CDH1 - - VIM] esse é considerado
um fenétipo hibrido. As figuras 20 e 21 mostram essa evolugdo no tempo quando os nés
da rede comecam em uma probabilidade de 50% ou 0,5, isso significa que a simulagao
esta em seu estado selvagem.

Os graficos resultantes das simulacées no MaBoSS exibem a progressao temporal
das probabilidades associadas a cada fenotipo ou né analisado. No eixo vertical, encontra-
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mos a distribuicdo de probabilidades, enquanto o eixo horizontal representa a simulagao
do tempo.

A partir das trajetdrias visiveis nessas imagens, € viavel compara-las com os resul-
tados do modelo original. Na condigdo natural, ou estado selvagem, a pesquisa revela a
presenca de quatro estados estaveis provaveis: um epitelial, um mesenquimal € um hibrido
quando o TGF-$ exdgeno esta ativado, além de um estado epitelial quando o TGF-/ exé-
geno esta inativo. Uma observagdo semelhante pode ser feita ao examinar os graficos das
figuras 20 e 21, onde se identificam trés estados provaveis para o TGF-5 ex6geno ativado
(E, M e H), enquanto € observado um estado epitelial para o TGF-3 exdgeno desativado.

Figura 20 — Trajetérias de probabilidades dos estados em 0.5. Ex_TGFB ON
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Figura 21 — Trajetérias de probabilidades dos estados em 0.5. Ex_TGFB OFF
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A analise dos circuitos funcionais na rede permite observar seus comportamentos
e compreender como essas dinamicas impactam o sistema. Isso inclui a identificacao das
mudancgas que ocorrem em relacdo ao estado selvagem por meio de perturbacdes nas
moléculas desses circuitos. Para realizar essa comparacao, foram aplicadas perturbagdes
idénticas aquelas realizadas pelo software GINsim no artigo original.

O primeiro circuito funcional submetido a analise foi o circuito positivo envolvendo
miR_34 e SNAIL1. A figura 22 ilustra a trajetéria das probabilidades quando miR_34 per-
manece ativado e SNAIL1 permanece inativo. Notavelmente, observa-se que o estado
epitelial atinge 100% ao longo do tempo e da mesma forma, nas simulagdes originais do
GINsim, foi encontrado apenas um estado final epitelial.

Figura 22 — Trajetéria de probabilidades dos estados para miR_34 ON - SNAIL1 OFF.
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Em contrapartida, quando é feita a perturbagcdo em que miR_34 permanece inativo
e SNAIL1 permanece ativo, mostrada na figura 23, vé-se o fenétipo hibrido proximo de
85% e 0 mesenquimal proximo de 15%, enquanto o estado epitelial se torna nao provavel.
Similarmente, sdo dois os estados estaveis encontrados através do GINsim, um hibrido e
outro mesenquimal.
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Figura 23 — Trajetdria de probabilidades dos estados para miR_34 OFF - SNAIL1 ON.

° & 4% % .+ 0 & 4 % .k 8 B % 2 % O f % 2 O O © % T ® 0 5 % 2 . O
P N N e LV SR S E L G N ) hy‘]' o AT @

I - W coH I coH1 - viv [ Vv

Os préximos circuitos funcionais a serem examinados sdo 0s circuitos positivos
envolvendo ZEB1, que sdo: ZEB1 e GRHL2, ZEB1 e miR_340, ZEB1 e miR_200 e ZEB1 e
miR_1199. No entanto, é relevante observar que, quando esses circuitos sdo perturbados
simultaneamente, os resultados obtidos sao idénticos aos observados quando cada circuito
€ perturbado de forma isolada. Dessa forma, serdo analisados de forma conjunta para
simplificar.

A figura 24 ilustra a trajetéria das probabilidades quando miR_200, miR_1199,
GRHL2 e miR_340 permanecem ativados, ao passo que ZEB1 permanece desativado.
Nessa analise, destaca-se que os fendtipos hibrido e epitelial convergem para 50% cada,
enquanto as demais probabilidades diminuem para 0%. Na simulacao realizada no GIN-
sim, observa-se um padrao semelhante de estados estaveis provaveis, com a presenca de
um estado estavel epitelial e um estado hibrido.
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Figura 24 — Trajet6ria de probabilidades dos estados para miR_200 ON - miR_1199 ON - GRHL2 ON -
miR_340 ON - ZEB1 OFF.
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Ao manter ZEB1 ativado e desativar miR_200, miR_1199, GRHL2 e miR_340, como

evidenciado na figura 25, observa-se um aumento da probabilidade do fenétipo mesen-

quimal para 100%, ao passo que as probabilidades dos demais fenétipos diminuem. E

perceptivel que o estado hibrido inicia sua trajetoria de forma ascendente, porém nao con-

segue se manter e experimenta um declinio ao longo do tempo. De forma similar, nas

simulagdes originais observa-se apenas o estado mesenquimal estavel.

Figura 25 — Trajetéria de probabilidades dos estados para miR_200 OFF - miR_1199 OFF - GRHL2 OFF -
miR_340 OFF - ZEB1 ON.
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Os resultados restantes das perturbagcées no MaBoSS mostraram-se consistentes

com os resultados originais, e estdo documentados no Apéndice B.
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A andlise da distribuicdo de probabilidades do estado selvagem da rede original €
viabilizada pelo grafico apresentado na figura 26. A tabela 3 detalha as probabilidades ob-
tidas pelo MaBoSS, conforme ilustrado na figura 26, e as compara com as probabilidades
derivadas do GINsim na pesquisa original.

Figura 26 — Distribui¢céo de probabilidades final dos estados para Ex_TGFB ON. Estado selvagem.
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Tabela 3 — Probabilidade dos fenétipos para o estado selvagem.

Fendétipo Probabilidade MaBoSS (%) | Probabilidade GINsim (%)
Mesenquimal 10 10,23
Epitelial 40,1 40,61
Hibrido 49,9 49,16

Observa-se uma proximidade notavel entre as probabilidades dos estados obtidas
no software MaBoSS e aquelas originalmente derivadas no GINsim, evidenciando sua
compatibilidade.
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6.2 MODELO PROPOSTO

O presente estudo elaborou um novo modelo, construido sobre a fundacao do tra-
balho anterior de Silveira e Mombach, detalhado na secao precedente. Esse modelo in-
corpora dois elementos adicionais de relevancia: a influéncia da matriz extracelular (MEC)
e do RNA longo nao-codificante ATB (IncRNA-ATB).

A matriz extracelular (MEC) é uma rede de proteinas que preenche os espacos
entre as células nos tecidos e 6rgaos, indo além de fornecer simples suporte estrutural.
Ela passa por alteracdes drasticas na composicao e organizacao durante a progressao do
cancer, que contribui para a invasao celular. As proteinas presentes na MEC atuam como
reguladores, ativando ou desligando caminhos especificos dessa regulagao e influenci-
ando a TEM. A importéncia do microambiente biofisico no controle da TEM é ressaltada
por uma série de experimentos publicados. Estes experimentos abordam efeitos associa-
dos a rigidez induzida pelo TGF-4, resultando em apoptose em ambientes de MEC mais
flexiveis, em contraste com a indugdo da TEM em substratos mais rigidos. Além disso,
observou-se a ocorréncia de TEM completa na auséncia de qualquer sinal bioquimico de
transformagédo em MECs rigidas com nanopadrdes, sendo mediada por estresse meca-
nico que induz fatores de transcrigéo relacionados a TEM. Essas discrepancias destacam
a necessidade premente de refinamento e expansao dos modelos existentes para capturar
a complexidade do papel do microambiente biofisico na regulacdo da TEM (SULLIVAN et
al., 2023).

O IncRNA-ATB, um RNA longo néo codificante, € designado como tal devido ao
seu papel crucial na via de sinalizacdo do TGF-8 (YUAN et al., 2014). Sua fungédo no
contexto do cancer indicam que esse RNA longo desempenha um papel significativo na
metastase e na invasao celular ao regular a transicao epitelial mesenquimal. Evidéncias
acumuladas revelam que o INcRNA-ATB exerce um papel regulador na estabilidade dos
estados celulares, impactando a capacidade das células de completar ou interromper a
TEM. Portanto, considerar a relevancia do IncRNA-ATB em modelos de simulacao da TEM
€ essencial para uma compreensdo mais abrangente desses processos biolégicos. Meca-
nisticamente, o INCRNA-ATB ¢é induzido por TGF-3 e acelera a TEM a partir do microRNA
34 (XU et al., 2021).

A partir da estrutura da rede representada na figura 19, foi desenvolvido um novo
modelo de regulagdo molecular, conforme apresentado na figura 27. Esta nova configu-
racao incorpora a presenga de novas moléculas, como o RNA longo nao-codificante ATB,
além de introduzir novas moléculas reguladas por um input adicional proveniente da matriz
extracelular. Essa expansao na rede molecular busca capturar e modelar de maneira mais
abrangente os elementos e as interagdes relevantes no contexto bioldgico em estudo.

A MEC foi incluida ao modelo adicionando uma série de moléculas que sao regu-
ladas pela sua influéncia. Essas componentes ativam uma cascata de sinalizagdo com a
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qual, dependendo da sua ativa¢ao ou inibigao, podem induzir uma mudancga fenotipica na
célula.

Ha uma variedade de proteinas que desempenham o papel de conectar a matriz
extracelular a célula, operando tanto fora quanto dentro da célula. Essas moléculas in-
teragem de diversas maneiras entre si, incluindo processos como fosforilagdo, atuacao
como agentes de ligacao entre multiplas moléculas (binding), e fungdo como ativadores
transcricionais que regulam a expressao génica.

Algumas moléculas da rede regulatéria do modelo proposto exercem suas funcoes
em diferentes compartimentos celulares. Por exemplo, a AKT1 desempenha seu papel no
citoplasma, onde fosforila CTNNB1 e GSK3B. Por sua vez, GSK3B também atua no ci-
toplasma, fosforilando CTNNB1 e VIM. Além disso, GSK3B exerce sua fungao dentro do
nucleo, onde fosforila SNAI1. Enquanto isso, CDH1, localizada na membrana plasmética,
atua como agente de ligagdo com CTNNB1 no citoplasma e com TCF7L2_LEF1 no nucleo.
Por sua vez, TCF7L2_LEF1, presente no nucleo, funciona como ativador de transcricao de
SNAI2, que, por fim, atua sobre ZEB1. Essas intera¢cdes entre moléculas em diferentes
compartimentos celulares sdo essenciais para regular os processos de transicao epitelial
mesenquimal. As referéncias bioldgicas dos circuitos sdo mostradas na tabela 5 no apén-
dice D.

Os no6s coloridos em amarelo no diagrama simbolizam os marcadores mesenqui-
mais, enquanto aqueles em azul representam os marcadores epiteliais. Os dois nés de
entrada em cinza denotam o fator transformador de crescimento 5 (TGF-3) e a MEC, o
ndé em roxo € atribuido ao acido hialurénico (HA) e o n6 rosa ao IncRNA-ATB. Todos os
nds do grafo sdo booleanos, o que significa que eles podem assumir apenas valores de
zero ou um. As setas vermelhas com cabecas em forma de martelo indicam interacées
de inibicdo, enquanto as setas verdes representam interagdes de ativacdo. Além disso, as
linhas pontilhadas sao utilizadas para representar interagdes indiretas entre as moléculas.
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Figura 27 — Rede regulatéria para TEM em resposta a MEC e ao TGF-3 exdgeno. Figura gerada usando o
software GINsim 3.0.0b.
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As regras logicas que controlam a evolugdo de cada componente da rede regulato-

ria no modelo estao apresentadas na tabela 4.
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Tabela 4 — Regras légicas. Os operadores l6gicos NOT, AND e OR séo retratados por !, & e |,

respectivamente.
Né6 Regra légica
AKTA1 ECM

CDH1 & IGSK3B & (AKT1

CTNNB1
| IMIR200 | IMIR34A)
TCF7L2_LEF1 CTNNB1
SNAI2 TCF7L2_LEF1
GSK3B IAKT1
IncRNA_ATB Ex_TGFB | TGFB
TGFB (MIR200 | MIR190A)
SNAL ((TGFB & ISNAI) | Ex_TGFB)
& IMIR34A & IGSK3B & ITCF7L2_LEF1
MIR340 IZEB1
MIR190A MIR190A
SNAL ((TGFB & ISNAI) | Ex_TGFB)

& IMIR34A & IGSK3B & ITCF7L2_LEF1
MIR34A ISNAI1 & IZEB1 & !IncRNA_ATB
ICD24 & |\GRHL2 & IMIR340 & !MIR200

ZEBT & IMIR1199 & ((CD44s & HA) | SNAI1 | SNAI2)
MIR200 ISNAI1 | 1IZEB1
CD24 GRHL2
GRHL2 IZEB1
ESRP1 IZEB1
HAS2 ZEB1
HA HAS2
CD44s IESRP1
MIR1199 IZEB1
DM (((GSK3B & 1ZEB1) | (ISNAI1 & GSK3B)) & !(IZEB1
& ISNAI1 & GSK3B)) | (IZEB1 & ISNAI1 & GSK3B)
VIv ((SNAI1 | ZEB1 | AKT1) & [(ZEB1 & SNAI1

& AKT1)) | (SNAI1 & ZEB1 & AKT1)

Ao fazer a andlise dos estados estaveis no modelo em seu estado selvagem, vé-
se apenas estados epiteliais e mesenquimais, com um aumento significativo no nimero
de fendtipos M, como visto na figura 28. Percebe-se que as mudancas feitas no modelo
desestabilizaram um estado hibrido e contribuiram para a estabilizagdo de novos estados
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mesenquimais. E interessante levar em consideracdo que os dois primeiros estados esta-
veis M mostrados na figura 28 tém diversos marcadores epiteliais ativados, mesmo sendo
considerado um fenétipo M pela ativagao de VIM e desativacao de CDH1.

Figura 28 — Estados estaveis do caso tipo selvagem.

MName

TCF7L2_LEF1

Ex_TGFB
MIR1 904
MIR1139
INncRMA_ATB
GSK3B
SMAIZ
CTHNME1

ECM

AKT1

EFITELIAL
MESENQUIMAL
EFITELIAL
MESENQUIMAL
MESENQUIMAL

Com o objetivo de identificar a influéncia de cada novo elemento no grafo nas mo-
dificagbes observadas, foram realizadas perturbagdes no sistema.

Inicialmente, conduziu-se uma simulagéo na qual o IncRNA-ATB foi mantido desa-
tivado, conforme demonstrado na figura 29. Dessa maneira, foi possivel avaliar o efeito
dessa molécula no sistema como um todo. Notavelmente, observa-se o surgimento de um
novo estado estavel associado ao fendtipo M quando o RNA longo em questéo nao exerce
influéncia na rede. Essa observacgao sugere que o INcCRNA-ATB pode desempenhar um pa-
pel na desestabilizacdo da transicdo, uma vez que sua presencga interfere na estabilidade
do estado M, impedindo-o de passar pela transigao.

Figura 29 — Estados estaveis para IncRNA-ATB KO.

Name

Ex_TGFB
MIRT904
MIR1190
INcRMA_ATE
SNAIZ
CTNMBEA

ECM
TCFTLZ_LEF1

AKTH

EPITELIAL
MESENQUIMAL
EPITELIAL
MESENQUIMAL
MESENQUIMAL
MESENQUIMAL

B B

Posteriormente, foram introduzidas perturbacdées no ndé que representa a matriz
extracelular. Quando a MEC é mantida desativada, como ilustrado na figura 30, observa-
se exclusivamente a presenca de fenoétipos estaveis epiteliais. Por outro lado, ao manter a
MEC ativada, é possivel constatar a ocorréncia apenas de fen6tipos mesenquimais, visto
na figura 31.
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Figura 30 — Estados estaveis para ECM KO.
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Figura 31 — Estados estaveis para ECM E1.

Name

Ex_TGFB
ECM
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HA
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MESENQUIMAL
MESENQUIMAL

Ao examinar os efeitos de ativagao e inibicado na matriz extracelular, observa-se que
sua ativagao, indicada pelo valor 1, corresponde a uma matriz rigida; em contrapartida, a
inibicao, representada pelo valor 0, corresponde a uma matriz flexivel. Nota-se, portanto,
uma congruéncia com a literatura (LEIGHT et al., 2012), uma vez que estudos experimen-
tais indicam que uma matriz extracelular rigida induz a transi¢ao epitelial mesenquimal, em
conjunto com a sinalizacdo de TGF-/3. As figuras 30 e 31 essencialmente demonstram
que, quando a matriz esté flacida (ou seja, inativa), o0 modelo exibe apenas estados E,
sugerindo que a transicao nao ocorreu, nem de forma completa para o fenétipo M, nem
parcialmente para um fenétipo H. Por outro lado, quando a matriz esta rigida (ativada), o
modelo apresenta uma transi¢do completa da TEM, resultando em células do fenétipo M.

Posteriormente, foram examinadas as evolugdes probabilisticas utilizando o soft-
ware MaBoSS. A evolugédo dos estados quando os inputs possuem uma probabilidade de
50% é mostrada na figura 32. E perceptivel que os fenétipos epitelial e mesenquimal au-
mentam até aproximadamente 0.5, ao passo que os outros estados diminuem para zero.
Essa simulagdo mostra o estado selvagem do modelo, que pode ser comparado com a fi-
gura 28, obtida através do GINsim. Ambas as representacdes apresentam exclusivamente
os estados E e M. Nota-se também, uma rapida diminuicao do estado epitelial antes de
seu subsequente crescimento.
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Figura 32 — Trajet6ria de probabilidade dos estados para inputs 0.5.
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A partir daqui, sdo investigadas as evolu¢des quando sao feitas perturbagbes no
sistema. Ao examinar a evolucao probabilistica dos estados com a desativacdo do RNA
longo nao codificante, conforme apresentado na figura 33, observa-se o estado mesen-
quimal atingindo 50%, enquanto o estado epitelial também alcanca 50% ap6s uma queda
inicial. Todos os outros estados decaem para zero.

Figura 33 — Trajetéria de probabilidade dos estados para IncRNA-ATB OFF.
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Na figura 34, é apresentada a trajetéria das probabilidades dos estados quando a
matriz extracelular permanece inativa. Nessa condicdo, a MEC € considerada flexivel, e
nota-se o aumento do estado epitelial atingindo 100%, ap6s uma diminuigao inicial. O fe-
nétipo mesenquimal exibe um aumento da probabilidade no inicio da trajetéria, para depois
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convergir para zero, juntamente com os demais fenétipos.

Figura 34 — Trajetéria de probabilidade dos estados para ECM OFF.
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No entanto, ao ativar a matriz extracelular, observa-se que a trajetéria da proba-
bilidade do feno6tipo mesenquimal aumenta para 100% enquanto o restante dos fenotipos
atingem zero, como ilustrado na figura 35. Conforme previamente apontado, estudos expe-
rimentais sugerem que uma MEC rigida, representada pela sua ativagéo ou valor 1, induz
a TEM em conjunto com a sinalizagdo de TGF-£3. Isso estd em consonancia com o resul-
tado obtido, onde sao identificados apenas estados M provaveis, indicando uma transicao
completa, de maneira similar ao que foi encontrado pelo software GINsim.

Figura 35 — Trajet6ria de probabilidade dos estados para ECM ON.
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O desenvolvimento de um novo modelo de regulagdao molecular, baseado na estru-
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tura de rede apresentada na figura 19 e expandido na figura 27, integra novos elementos,
como o RNA longo nado codificante ATB, e incorpora a influéncia de moléculas adicio-
nais provenientes da matriz extracelular. Esse modelo ampliado busca representar de
maneira mais abrangente as interagdes relevantes no contexto biolégico da transigcao epi-
telial mesenquimal. A analise dos estados estaveis do modelo revela que a presenca do
IncRNA-ATB desempenha um papel na estabilidade dos fenétipos celulares, interferindo
na transigcao epitelial mesenquimal.

Perturbacdes no nd que representa a matriz extracelular revelaram resultados sig-
nificativos: quando a MEC ¢ ativada, indicando uma condi¢do de matriz extracelular rigida,
observa-se que isso conduz predominantemente a transicdo completa da TEM. Isso sig-
nifica que as células passam por mudancas fenotipicas substanciais, adquirindo caracte-
risticas mesenquimais. Por outro lado, quando a MEC é desativada, indicando uma matriz
extracelular mais flexivel, os fenétipos celulares tendem a permanecer predominantemente
epiteliais, com uma auséncia significativa da transicdo mesenquimal. Esses resultados su-
gerem que a rigidez ou flexibilidade da matriz extracelular desempenha um papel crucial
na regulagéo da TEM, influenciando diretamente o comportamento e o destino das célu-
las. As simulagdes realizadas com o software MaBoSS corroboram os resultados obtidos,
demonstrando que a ativacdo da MEC leva predominantemente a transicdo mesenquimal,
enquanto sua inativacado mantém os fenétipos celulares predominantemente epiteliais.

Ao realizar uma analise comparativa entre os dois modelos apresentados neste
estudo, observamos mudancgas significativas nas probabilidades e fenétipos resultantes.
Especificamente, ao examinarmos os circuitos associados a molécula ZEB1, notamos um
aumento notavel na ocorréncia do fendétipo hibrido, juntamente com o fenétipo mesenqui-
mal, algo que ndo era observado anteriormente. Anteriormente, os fenétipos hibrido e
epitelial cresciam simultaneamente, porém, com as alteragdes implementadas, observa-se
uma competicdo entre esses fenoétipos. Conforme a probabilidade de se obter um estado
epitelial aumenta, ha uma diminui¢cdo correspondente na ocorréncia do fenotipo hibrido.

Examinando o papel da molécula ESRP1, que participa de circuitos funcionais em
ambas as redes, observa-se uma dinamica semelhante de competicao entre os fenotipos
hibrido e epitelial no novo modelo, o fenotipo hibrido era mais prevalente sem as mudangas
implementadas. Além disso, ao excluir ZEB1 das perturbagdes, observa-se uma estabili-
zacgao do estado hibrido, o qual anteriormente ndo conseguia manter-se estavel.



7 CONCLUSAO

A transicao epitelial mesenquimal (TEM) é um processo biolégico fundamental ca-
racterizado por alteracdes fenotipicas nas células epiteliais, levando a aquisicao de carac-
teristicas mesenquimais. Essas mudancas sao classificadas em trés subtipos, correlaci-
onados a diferentes contextos bioldgicos, proporcionando uma compreensao abrangente
da fisiopatologia envolvida, particularmente em condicdes como o cancer. A expressao
de fendtipos hibridos durante a TEM, onde as células cancerigenas adquirem tanto ca-
racteristicas epiteliais quanto mesenquimais, € associada a progressao do cancer e a dis-
seminacao metastatica, devido a perda de adesao celular e ao aumento da capacidade
migratéria. Especificamente, as células tumorais circulantes (CTCs) que apresentam um
fendtipo hibrido tém uma maior capacidade de migragao, tanto de forma individual quanto
coletiva na matriz extracelular (MEC), o que intensifica seu potencial metastatico. Durante
a progressao do cancer, as alteragdes na composi¢ao e organizacdo da MEC contribuem
para a invasao celular, com proteinas especificas desempenhando papéis regulatérios na
sinalizagéao celular e na modulagédo da TEM. A influéncia do microambiente biofisico na
regulacao da TEM é destacada por experimentos que demonstram os efeitos da rigidez
da MEC, induzida pelo fator de crescimento transformador beta (TGF-(), afetando direta-
mente o comportamento celular. Diante dessas descobertas, a consideragéo do IncRNA-
ATB, um importante mediador da sinalizacao do TGF-/, € essencial, dada sua associagao
com metastase e invasao celular, sugerindo um papel significativo na regulacdo da TEM e
na estabilidade dos estados celulares.

Constatou-se que a TEM completa pode ocorrer mesmo na auséncia de qualquer
sinal bioquimico de inducao, especialmente em células epiteliais submetidas a substratos
rigidos com nanopadrdes. Nesses cenarios, a transicdo € mediada por estresse meca-
nico, o qual induz a expressao de fatores de transcricao relacionados a TEM. No entanto,
ainda carecemos de um modelo mecanicista preditivo abrangente, capaz de reproduzir e
antecipar os efeitos do ambiente biomecéanico em nivel celular. Este modelo ideal deveria
considerar o comportamento celular em diferentes contextos de sinalizag&o, abrangendo
uma variedade de estimulos de crescimento ou sinais de transformacao (SULLIVAN et al.,
2023). Assim, a aplicagdo da modelagem matematica em redes biolégicas surge como
uma abordagem promissora para desvendar a complexidade intricada da progressao do
cancer.

Em suma, este trabalho buscou investigar a dinamica da TEM levando em conside-
racao a influéncia de algumas moléculas da matriz extracelular, além da evolugao temporal
do sistema a partir de um software que simula o tempo. O modelo foi baseado em uma
rede de cancer de mama proposta anteriormente pelo grupo de sistemas complexos. Ao
longo do estudo, foi observada a correspondéncia entre os modelos. Os resultados evi-
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denciaram que a rede proposta neste estudo reflete a conformidade entre as moléculas
analisadas e os resultados esperados, conforme observado em pesquisas experimentais.

Os resultados obtidos por meio da utilizacdo do software GINsim, em um estudo
anterior, foram confrontados com aqueles gerados pelo software MaBoSS. A analise com-
parativa revelou consisténcias e semelhancgas entre os modelos desenvolvidos em ambas
as plataformas, destacando a capacidade de cada uma delas em simular e representar com
precisdo 0s processos biolégicos investigados, visto na segdo 6.1. Este estudo contribui
nao apenas para a validacao dos resultados anteriores, mas também para a compreensao
mais aprofundada da dinamica dos sistemas biolégicos sob investigagdo, ao incorporar
diferentes ferramentas computacionais.

O desenvolvimento bem-sucedido e os testes efetuados na rede de regulagao para
simulacdo da TEM em uma linhagem de células epiteliais da mama humana represen-
tam um marco significativo neste estudo. A introducao de novas moléculas de sinalizagao
provenientes da MEC e do RNA longo ndo-codificante ATB proporcionou uma abordagem
abrangente na analise dos efeitos desses elementos. A validacdo do modelo, realizada
mediante a comparagéo entre diferentes softwares, reforga a confiabilidade da rede pro-
posta. As simulagbes conduzidas revelaram de maneira consistente a influéncia conjunta
da MEC e do fator de crescimento transformador beta na promocao da transicao celular,
tanto no modelo temporal quanto no atemporal, na sec¢ao 6.2. Notavelmente, observou-se
que uma matriz extracelular rigida atua como um indutor eficaz do fenétipo mesenquimal,
visto na figura 31, facilitando a transicdo completa das células. Em contraste, uma ma-
triz flexivel apresenta uma maior resisténcia a alteracédo do fenétipo, refletindo uma menor
propensao a transi¢ao celular, notado na figura 30. A concordancia excepcional entre es-
ses resultados simulados e dados experimentais realga a validagdo do modelo proposto
e a sua capacidade de representar fielmente os processos biolégicos investigados. Esse
alinhamento robusto entre a simulacdo e dados experimentais fortalece a confianca nas
conclusdes obtidas, contribuindo para uma compreensao mais aprofundada da dinamica
da TEM em células epiteliais mamarias humanas. Em conjunto, os resultados deste estudo
ndo apenas validam a rede de regulacdo proposta, mas também oferecem revelagdes va-
liosas sobre os mecanismos subjacentes a transi¢ao celular e suas interagdes complexas
com a matriz extracelular.

Diante do objetivo de investigar o comportamento do RNA longo n&o-codificante
ATB na dinamica, os resultados revelaram o seguinte cenario. Ao isolar a influéncia do
IncRNA-ATB na rede, foi possivel observar o surgimento de um novo estado estavel asso-
ciado ao fendtipo M, visto na figura 29 (secdo 6.2). Essa constatacdo indica que, quando o
IncRNA-ATB nao exerce sua influéncia sobre a rede, ha a formagao de um estado estavel
que esta diretamente vinculado ao fenétipo M. Essa evidéncia sugere uma relagao entre
o IncRNA-ATB e a desestabilizagdo da transicao, uma vez que sua presenca interfere na
estabilidade do estado M, impedindo-o de completar a transi¢do. Entretanto, a inclusao de
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outros fatores na rede podem mostram resultados contrarios.

A rede desenvolvida e seus resultados obtidos no trabalho servem como uma nova
peca para o quebra cabecga da biologia celular do cancer de mama, podendo ser utilizada
como uma base para futuras investigacoes de redes de simulagdo, bem como pesquisas
experimentais que podem aprofundar ainda mais nossa compreensao da regulacdo da
TEM em resposta a interacdo entre a MEC, o fator de crescimento transformador beta e o
RNA longo néo codificante ATB. Sugere-se que pesquisas adicionais explorem a dindmica
de outras moléculas, incluindo outros IncRNAs com potencial papel na regulagédo da TEM
em contextos patoldgicos, como o cancer.

A compreensao aprimorada desses mecanismos, incluindo o papel de IncRNAs,
pode potencialmente informar abordagens terapéuticas inovadoras visando a inibi¢gdo ou
promocao controlada da TEM, com implicacbes significativas para o tratamento de doen-
cas associadas a esse processo celular, destacando a relevancia clinica deste trabalho. E
importante destacar que este estudo apresenta algumas limitagdes. Os estudos a respeito
dos RNAs longos nao-codificantes ainda sao restritas, mesmo que pesquisas ja mostrem
seu potencial envolvimento na dinamica de processos bioldgicos, incluindo o cancer. Futu-
ras pesquisas podem se concentrar em abordar essas limitacées e explorar mais a fundo
0s mecanismos de abrangéncia dos IncRNAs na transigao epitelial mesenquimal.

7.1 PERSPECTIVAS FUTURAS

Prosseguir com investigacdes adicionais é importante a respeito da relagao entre a
reducdo da rigidez da matriz extracelular e a indugao da apoptose, especialmente quando
associada ao fator de crescimento beta. Estudos sobre os marcadores de fenétipo epi-
telial e mesenquimal sdo importantes, ja que identificar marcadores especificos que ca-
racterizam de forma conclusiva a transicdo completa é fundamental. Portanto, investigar
a interagé@o entre diversos marcadores, como E-caderina, N-caderina, Vimentina e outros
associados a TEM, pode esclarecer quais sdo essenciais para validar a ocorréncia de uma
transicdo completa. Além disso, a exploracdo de novos marcadores emergentes pode con-
tribuir para a definicdo mais precisa do estado fenotipico, auxiliando na diferenciacao entre
transigdes parciais e completas. Ademais, uma investigagdo mais detalhada sobre alguns
outros INcRNAs que sdo mostrados como podendo regular a TEM interferindo na funcao de
microRNAs (miRNAs) e proteinas, como NEAT1 e ROR s&o de grande importéncia, pois
se sugere que os IncRNAs tém potencial como alvos terapéuticos e biomarcadores para
pacientes com cancer de mama metastatico (JIN et al., 2021). Também deve-se conside-
rar que diferentes interacdes realizadas pelo INcRNA-ATB podem resultar em resultados
distintos dos encontrados nesse trabalho, como sua interacao com a familia do microRNA-
200, Twist1 e ZEB1/2 (SHI et al., 2015; LI et al., 2018; ZHAOYU et al., 2022), que devem
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ser levadas em conta em estudos posteriores.

Assim, ao finalizar esta pesquisa, reforca-se a importancia de abordagens comple-
mentares na modelagem de processos bioldgicos complexos, aprimorando nossa compre-
ensao e fornecendo uma base sélida para futuras investigacgoes.
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APENDICE A — REGRAS LOGICAS E A FUNCIONALIDADE DOS CIRCUITOS

As regras logicas definidas para as componentes do circuito determinam suas funci-
onalidades, influenciadas diretamente pelos reguladores associados. Restricoes de funci-
onalidade sao formuladas com base na relagéo entre as funcdes légicas das componentes
e de seus reguladores, refletindo suas dependéncias.

Por exemplo, na figura 36, a presenca de um regulador A implica em restricbes na
funcionalidade do circuito negativo B/C. O grafo regulatério € caracterizado por um circuito
negativo entre os nés B e C, com regulacao por meio do né A, que € o sinal de entrada,
afetando diretamente o né B. As regras I6gicas para os nos B e C sdao determinadas pela
interacdo entre A e B. No caso de uma regulacao positiva entre A e B (A), onde A ativa B, o
estado ativo de A é essencial para a funcionalidade do circuito A/B, conforme a dinamica do
GTE (B). Por outro lado, em uma regulagao negativa (C), onde A inibe B, o comportamento
€ inverso, com A inativo associado a funcionalidade do circuito (D). A aplicacéo do operador
AND entre as funcdes de A e C aplicadas em B implica que a atividade de A € necessaria
para a ativagéo de B, definindo assim as condi¢des de funcionalidade do circuito.
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Figura 36 — Exemplo de relagédo de regras logicas e contexto de funcionalidade de circuitos através do uso

do operador AND.
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Fonte: Autorizado por Daner A. Silveira (SILVEIRA, 2021)

Similarmente, a troca de operadores, como de AND para OR, na figura 37, resulta

em diferentes padrées de funcionalidade, refletindo a independéncia ou dependéncia de A

em relacao a B. O grafo regulatorio apresenta um circuito negativo entre os nés B e C, com

regulacao por meio do n6 A, que € o sinal de entrada, influenciando diretamente o né B, em

que asa regras logicas sao estabelecidas para os nés B e C com base na interagcao entre
A e B. No caso de uma regulacao positiva entre A e B (A), onde A ativa B, é necessario

que A esteja inativo para a funcionalidade do circuito A/B, conforme a dindamica do GTE

(B). Por outro lado, em uma regulagao negativa (C), onde A inibe B, o comportamento é

oposto, com A ativo associado a funcionalidade do circuito (D).
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Figura 37 — Exemplo de relacéo de regras logicas e contexto de funcionalidade de circuitos através do uso
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|

Por fim, na figura 38, um exemplo mais complexo envolve multiplos reguladores

influenciando o comportamento dinamico do circuito A/B/C, onde as restricdes sdo deter-

minadas pela interse¢do das condicdes estabelecidas pelos reguladores e componentes

do circuito. O grafo regulatério (A) consiste em um circuito positivo envolvendo os nds

A, B e C, juntamente com seus respectivos reguladores, representados por A1, A2, A3,
B1, B2, B3 e C1, que sao os sinais de entrada. As regras l6gicas (B) sdo estabelecidas

para os nos A, B e C. Cada componente do circuito e seus reguladores séo divididos em

sub-redes, conforme ilustrado nas figuras C, D e E e essas subdivisdes permitem definir

as restricdes de cada componente do circuito com base nas regras estabelecidas, rela-

cionando as funcdes logicas dos reguladores e componentes do circuito, mostradas em

vermelho. A intersecdo dessas restricdes define o contexto de funcionalidade do circuito

A/B/C.
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Figura 38 — Exemplo de relagao de regras ldgicas e contexto de funcionalidade de circuitos para uma rede
complexa.
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APENDICE B — DEMAIS RESULTADOS: MODELO ORIGINAL UTILIZANDO O
SOFTWARE MABOSS

A seguir, sdo apresentados os resultados adicionais das perturbagdes realizadas
no modelo original pelo MaBoSS. Os circuitos funcionais analisados incluem: o circuito
positivo envolvendo HAS2, HA e ZEB1, o circuito positivo entre ESRP1, CD44s e ZEB1, a
desativacao das moléculas mediadas por ZEB1 e a desativacao de ESRP1.

O circuito funcional que abrange as moléculas HAS2, HA e ZEB1 foi submetido a
simulacdo onde essas moléculas foram mantidas desativadas. A trajetéria das probabili-
dades dos estados é apresentada conforme ilustrado na Figura 38. Observa-se que os
estados hibrido e epitelial crescem para uma probabilidade de 50% cada, enquanto as
probabilidades dos demais estados decaem para zero. Esse comportamento de estados
estaveis é visto no estudo original, onde encontra-se apenas um estado estavel epitelial e
um mesenquimal provavel.

Figura 39 — Trajetéria de probabilidades dos estados para HAS2 OFF - HA OFF - ZEB1 OFF.
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Por outro lado, ao ativar essas moléculas, as trajetorias das probabilidades exibem
um aumento continuo ao longo do tempo para o fenétipo mesenquimal, eventualmente
atingindo uma probabilidade de 100%. Observa-se um aumento sutil no estado hibrido
antes de sua posterior diminui¢cdo para zero, como evidenciado na Figura 39. O trabalho
original encontrou apenas um estado estavel mesenquimal ao fazer a simulagdo com o
software GINsim, dessa forma os resultados sdo correspondentes.
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Figura 40 — Trajetéria de probabilidades dos estados para HAS2 ON - HA ON - ZEB1 ON.
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Apos, foi examinado o circuito funcional envolvendo ESRP1, ZEB1 e CD44s. A fi-
gura 40 mostra a trajetoria de probabilidades dos estados quando CD44s e ZEB1 permane-
cem desativados enquanto ESRP1 esta ativado, nota-se que as probabilidades associadas
aos estados hibrido e epitelial aumentam para 50% cada, ao passo que as probabilidades
dos demais estados decrescem até atingir zero. Em conformidade com isso, os resulta-
dos encontrados atraves do software GINsim mostram dois estados estaveis possiveis, um
estado epitelial e um hibrido.

Figura 41 — Trajet6ria de probabilidades dos estados para ESRP1 ON - ZEB1 OFF - CD44s OFF.
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Quando CD44s e ZEB1 permanecem ativados enquanto ESRP1 esta desativado,
h& uma progressiva elevagédo ao longo do tempo na probabilidade associada ao fendétipo
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mesenquimal, culminando eventualmente em uma certeza de 100%. E possivel notar um
aumento leve no estado hibrido antes de sua subsequente reducéo a zero, apresentadas
na figura 41. Esse resultado é equivalente com o observado originalmente.

Figura 42 — Trajet6ria de probabilidades dos estados para ESRP1 OFF - ZEB1 ON - CD44s ON.
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A trajetoria das probabilidades dos estados, quando a molécula ESRP1 € man-
tida desativada, é apresentada na figura 42. Vé-se que o fenétipo hibrido se torna mais
provavel, atingindo 50% ao longo do tempo, seguido pelo estado epitelial com 40%, e, pos-
teriormente, pelo estado mesenquimal, que diminui para 10%. De forma correspondente,
a pesquisa original identificou trés estados estaveis provaveis para essa simulacdo: um
estado epitelial, um estado mesenquimal e um estado hibrido.

Figura 43 — Trajet6ria de probabilidades dos estados para ESRP1 OFF.
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Ao manter GRHL2, miR_340, miR_200 e miR_1199 desativados, é possivel ava-
liar a contribuicdo dessas moléculas para a estabilizacdo do estado hibrido, uma vez que
sua eliminagao preserva apenas os estados E e M. Na figura 43, € evidente a trajetéria
de probabilidades dos estados associados a essas moléculas, onde o fen6tipo mesen-
quimal cresce para quase 70%, o epitelial atinge um pouco mais de 30%, enquanto as
probabilidades dos outros feno6tipos decaem para zero. Observa-se um aumento inicial
na probabilidade do estado hibrido durante a simulag@o, no entanto, esse fenétipo nao se
mantém ao longo do tempo. O estudo feito no software GINsim mostra, similarmente, um
estado estavel epitelial e um mesenquimal.

Figura 44 — Trajetéria de probabilidades dos estados para miR_200 OFF - miR_1199 OFF - GRHL2 OFF -
miR_340 OFF.
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APENDICE C — DEMAIS RESULTADOS: SIMULACOES DOS CIRCUITOS
FUNCIONAIS DO NOVO MODELO

Neste apéndice, é apresentado uma extensdo dos resultados discutidos, forne-
cendo uma visao mais abrangente da pesquisa. Percebe-se pela figura 42, que os circuitos
funcionais da rede n&o apresentam modificagdes em comparagcdo com os da rede original.
Todas as perturbacdes foram feitas mantendo TGF-5 exdgeno ativado.

Figura 45 — Janela de circuitos funcionais do GINsim.
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O circuito funcional que abrange as moléculas SNAI1 e MIR34A foi submetido a
simulacdo onde SNAI1 foi mantido ativado enquanto MIR34A permanecia desativado. Vé-
se na figura 43 que o fenétipo mesenquimal se torna mais provavel, atingindo quase 60%
ao longo do tempo, seguido pelo estado hibrido com pouco mais de 40%, a medida que
o restante dos fendtipos decaem para zero. De forma correspondente, esse resultado
foi obtido pelo GINsim, apresentado na figura 44, que exibe estados estaveis provaveis
mesenquimais e hibrido com probabilidades 63% e 37% respectivamente.
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Figura 46 — Trajetéria de probabilidades dos estados para SNAI1 ON - MIR34A OFF.
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Figura 47 — Estados estaveis para SNAI1 ON - MIR34A OFF.
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Por outro lado, quando SNAI1 é mantido desativado enquanto MIR34A permanece
ativado, vé-se na trajetéria apenas estados mesenquimal e epitelial provaveis, mostrados
na figura 45, que crescem ao longo do tempo até préximo de 50%, enquanto os outros
fendtipos decaem para zero. Esse resultado é visto de forma equivalente na figura 46,
quando a simulagao é feita no software GINsim, onde encontra-se estados estaveis epitelial
e mesenquimal provaveis, com 50%.
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Figura 48 — Trajetéria de probabilidades dos estados para SNAI1 OFF - MIR34A ON.
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Figura 49 — Estados estaveis para SNAI1 OFF - MIR34A ON.
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Quando o circuito funcional que abrange as MIR200, MIR1199, GRHL2, MIR340 e
ZEB1 é simulado, na qual MIR200, MIR1199, GRHL2 e MIR340 foram mantidos ativados e
ZEB1 permanecia desativado. Vé-se na trajetéria apenas estados mesenquimal e epitelial
provaveis, mostrados na figura 47, que crescem até em torno de 50%, enquanto os outros
fendtipos decaem para zero. Da mesma forma, esse resultado foi obtido pelo GINsim,
apresentado na figura 48, que exibe estados estaveis epitelial e mesenquimal provaveis,
com 50%.
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Figura 50 — Trajetéria de probabilidades dos estados para MIR200 ON - MIR1199 ON - GRHL2 ON -
MIR340 ON - ZEB1 OFF.
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Figura 51 — Estados estaveis para MIR200 ON - MIR1199 ON - GRHL2 ON - MIR340 ON - ZEB1 OFF.
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Por outro lado, quando MIR200, MIR1199, GRHL2 e MIR340 sdo mantidos desa-
tivados e ZEB1 ativado vé-se o fenétipo hibrido crescendo até cerca de 50% préximo do
estado mesenquimal e o restante dos fenétipos decaem a zero, como mostrado na figura
49. Esse mesmo resultado é encontrado fazendo a simulagao de perturbagao no GINsim,
em que sao mostrados estados estaveis hibrido e mesenquimal, vistos na figura 50, com
probabilidades proximas de 50% cada.
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Figura 52 — Trajet6ria de probabilidades dos estados para MIR200 OFF - MIR1199 OFF - GRHL2 OFF -
MIR340 OFF - ZEB1 ON.
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Figura 53 — Estados estaveis para MIR200 OFF - MIR1199 OFF - GRHL2 OFF - MIR340 OFF - ZEB1 ON.
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Posteriormente, foram simuladas perturbac¢des no circuito funcional envolvendo as
moléculas HAS2, HA e ZEB1. Ao manter essas moléculas desativadas, observa-se o
crescimento dos fendtipos epitelial e mesenquimal até aproximadamente 50%, enquanto
os demais fendtipos decaem para zero, conforme ilustrado na figura 51. Esses mesmos
resultados sao replicados ao realizar simulacdes de perturbacdo no GINsim, onde sao
evidenciados estados estaveis epitelial e mesenquimal, como apresentado na figura 52,
com probabilidades préximas de 50% cada.
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Figura 54 — Trajetéria de probabilidades dos estados para HAS2 OFF - HA OFF - ZEB1 OFF.
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Figura 55 — Estados estaveis para HAS2 OFF - HA OFF - ZEB1 OFF.
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Todavia, quando HAS2, HA e ZEB1 sdo mantidas ativadas vé-se os fenétipos hi-
brido e mesenquimal crescendo ao longo do tempo até préximo de 50%, enquanto o res-
tante dos fené6tipo decaem para zero, visto na figura 53. De maneira analoga, o GINsim
também produziu esse resultado, conforme mostrado na figura 54, onde séo visualizados
estados estaveis hibrido e mesenquimal, ambos com uma probabilidade de 50%.
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Figura 56 — Trajetéria de probabilidades dos estados para HAS2 ON - HA ON - ZEB1 ON.
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Figura 57 — Estados estaveis para HAS2 ON - HA ON - ZEB1 ON.
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O préximo circuito funcional a ser perturbado foi aquele envolvendo ESRP1, ZEB1
e CD44s. A figura 55 mostra a trajetoria de probabilidades dos estados quando CD44s e
ZEB1 permanecem desativados enquanto ESRP1 est4 ativado, nota-se que as probabili-
dades associadas aos estados epitelial e mesenquimal aumentam para préximo de 50%
cada, ao passo que as probabilidades dos demais estados decrescem até atingir zero. Em
conformidade com isso, os resultados encontrados atraves do software GINsim mostram
dois estados estaveis possiveis, um estado epitelial e mesenquimal, mostrados na figura
56, ambos com uma probabilidade cerca de 50%.
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Figura 58 — Trajetdria de probabilidades dos estados para ESRP1 ON - ZEB1 OFF - CD44s OFF.
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Figura 59 — Estados estaveis para ESRP1 ON - ZEB1 OFF - CD44s OFF.
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Mantendo CD44s e ZEB1 ativados e ESRP1 desativado, observa-se um aumento
nas probabilidades associadas aos estados hibrido e mesenquimal, chegando préximo de
50%, enquanto as probabilidades dos demais estados decaem até atingir zero, mostrados
na figura 57. Os resultados obtidos pelo software GINsim também revelam dois estados
estaveis possiveis, um hibrido e um mesenquimal, conforme apresentado na figura 58,
ambos com uma probabilidade em torno de 50%.
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Figura 60 — Trajet6ria de probabilidades dos estados para ESRP1 OFF - ZEB1 ON - CD44s ON.
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Figura 61 — Estados estaveis para ESRP1 OFF - ZEB1 ON - CD44s ON.
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A trajetdria das probabilidades dos estados, quando a molécula ESRP1 é mantida
desativada, é ilustrada na figura 59. Observa-se que os fen6tipos epitelial e mesenquimal,
alcancam 50% ao longo do tempo, enquanto o restante dos estados decaem para zero.
Em conformidade com isso, a simulagao realizada no GINsim identificou dois fenétipos
provaveis para essa configuragao: epitelial e mesenquimal. A figura 60 mostra um estado
estavel epitelial e dois estados mesenquimais estaveis, onde a probabilidade do estado
epitelial se aproxima de 50%, e a soma das probabilidades dos dois estados mesenquimais
também totaliza 50%.
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Figura 62 — Trajetéria de probabilidades dos estados para ESRP1 OFF.
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Figura 63 — Estados estaveis para ESRP1 OFF.
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A Ultima perturbacao realizada no modelo envolveu as moléculas MIR200, MIR1199,
GRHL2 e MIR340, mantendo-as desativadas. Conforme evidenciado na figura 61, observa-
se que o fendtipo mesenquimal torna-se mais provavel, atingindo 50% ao longo do tempo,
seguido pelo estado hibrido com 30%, e, posteriormente, pelo estado epitelial com 20%.
De maneira analoga, a simulagcdo no GINsim apresenta trés estados estaveis provaveis,
com fendtipos epitelial, hibrido e mesenquimal, conforme demonstrado na figura 62. Nessa
representacao, as probabilidades sdo proporcionais, sendo o estado mesenquimal o mais
provavel, seguido pelo estado hibrido, e 0 menos provavel sendo o epitelial.
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Figura 64 — Trajet6ria de probabilidades dos estados para MIR200 OFF - MIR1199 OFF - GRHL2 OFF -
MIR340 OFF.
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Figura 65 — Estados estaveis para MIR200 OFF - MIR1199 OFF - GRHL2 OFF - MIR340 OFF.

m [
E =
jun] =L =] | = |
Name = ~ g N 2 2 9 < 0 L m m =
o =t - = = = Z m o = g
F =0 ¢ g & I & — o o T T m w = r ¥ = Z o L
L 0B, Xoe g =sZz8 2482532z E 856
i w F~ w = © ¢ = =E =E =E O F o R I O I £ & wm O F =
EPITELIAL | ]
HIBRIDO
MESEMNQUIMAL




APENDICE D — REFERENCIAS BIOLOGICAS DAS INTERACOES ENTRE AS
MOLECULAS

Os artigos de referéncia dos quais as informagdes para construgdo da nova rede
regulatéria estudada nesse trabalho estao mostradas na tabela 5, abaixo.



Tabela 5 — Referéncias bioldgicas

Interacao Referéncia
PMID: 16169468
PMID: 12642872
ECM — AKT1

PMID: 8538749
PMID: 22310280

TGFB — IncRNA-ATB

PMID: 24768205

AKT1 — CTNNB1

PMID: 17287208

PMID: 9373175

AKT1 —| GSK3B PMID: 23552696
PMID: 15829723
AKT1 — VIM PMID: 20856200

TCF7L2_LEF1 — SNAI2

PMID: 14623871

CTNNB1 — TCF7L2_LEF1

PMID: 23024173
PMID: 20492721
PMID: 15735151
PMID: 21078818
PMID: 23151663

CDH1 — CTNNBH1

PMID: 21255999

GSK3B —| SNAI1

PMID: 15448698

SNAI2 — ZEB1

PMID: 21593765

GSK3B — CDH1

PMID: 10671552

GSK3B —| CTNNBH1

PMID: 11955436
PMID: 19303846
PMID: 23151663
PMID: 16293724

TCF7L2_LEF1 —| SNAI1

PMID: 20372961
PMID: 21633953

InNcRNA-ATB —| MIR34A

PMID: 34180127

MIR200 —| CTNNB1

PMID: 19703993
PMID: 19931509
PMID: 22211245
PMID: 28302418

MIR34A —| CTNNB1

PMID: 22421157
PMID: 21566225
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