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“There is a fine line between consideration and hesitation. The former is
wisdom, the latter is fear. When the time comes to strike, an emperor strikes
without hesitation, to entertain doubt is to dance with death’

- lzaro, Path Of Exile.
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Resumo

A intensa utilizacdo de combustiveis fosseis gera preocupacdes constantes devido aos
impactos de sua combustdo ao meio ambiente. Os biocombustiveis sdo uma alternativa
viavel aos combustiveis fosseis por apresentarem vantagens como serem menos agressivos
ao meio ambiente. O bioetanol & um dos biocombustiveis mais utilizados no mundo e sua
producdo pode ser feita pela fermentagdo realizada pela levedura Saccharomyces
cerevisiae. No entanto, altas concentraces de etanol inibem diversos mecanismos
bioldgicos da levedura, causando a diminuicdo da produtividade. A partir de resultados
prévios, observou-se que o ciclo celular é uma das vias mais afetadas pelo etanol e, além
disso, constatou-se a presenca de IncRNAs regulando esta via em duas linhagens de S.
cerevisiae, a BY4742 e SEY6210. Utilizando operadores Booleanos, um modelo 16gico
discreto foi desenvolvido para o ciclo celular no qual os nés do sistema assumem até quatro
valores discretos que representam a quantidade ou o grau de ativacdo desses nés. O modelo
desenvolvido apresentou boa performance preditiva, acertando 87.27% dos 109 fenotipos
obtidos da literatura, tornando possivel a simulacdo de novos elementos. Experimentos
prévios demonstraram que as leveduras de baixa tolerancia ao etanol conseguem retomar o
crescimento mais rapido do que as de alta toleréncia. Nesse trabalho, simulacdes feitas com
dados de expressdo diferencial via RNA-Seq permitiu inferir que isso ocorre porque as
linhagens de baixa tolerancia sofrem arrest na ultima fase do ciclo celular (fase M),
enquanto que as mais tolerantes sofrem arrest na primeira fase (fase G1). Os resultados
também indicaram que na linhagem SEY6210 (baixa tolerancia) a presenca de um IncRNA
superexpresso permite que esta linhagem complete o ciclo sem sofrer arrest. Até o
momento, o modelo aqui desenvolvido contempla o maior nimero de proteinas do ciclo

celular.

Palavras-chave: Modelagem légica, Bioinformética, Ciclo celular, Saccharomyces
cerevisiae, RNAs longos néo codificantes, Tolerancia ao etanol



Abstract

The intense use of fossil fuels raised concern about the future due to their negative
environmental impact. Bio-fuels are alternatives to the fossil fuels due to be
biodegradable and less environmentally harmful. The bio-ethanol is one of the most
popular bio-fuel. It can be produced by fermentation using the yeast Saccharomyces
cereviae. However, high ethanol concentration inhibits the yeast decreasing the ethanol
yield. Previous data of our groups showed the cell cycle is one of most affected
pathways during ethanol stress. Moreover, it was found IncRNAs regulating this pathway
in the BY4742 and SEY6210 strains. Using Boolean operators the discrete logical model of
the cell cycle was developed. The nodes may get up to four discrete values to represent
theirs abundance of activation degree. This model correctly modeled around 87.27% of
correct predictions based on 109 phenotypes from the literature, hence, this model is
desirable to predict cell cycle behavior after addition of new elements. According to
previous data of our group, the lower tolerant strains recover the normal growth faster than
higher tolerant strains after stress relief. The simulations here presented by adding RNA-
Seq information into the model, showed a cell cycle arrest at final phase of the cell cycle
(M phase) in lower tolerant strains whereas in the higher tolerant ones this arrest occurs at
the first phase (G1 phase) during the ethanol treatment. The simulations also indicated that
in SEY6210 (low tolerant), the up-regulation of a IncRNA skips the
M phase arrest. Finally, this model harbor the highest number of cell cycle’s proteins

already modeled.

Keywords: long non-coding RNAs, Logical modeling, Cell cycle, Ethanol
tolerance, Saccharomyces cerevisiae, Bioinformatics
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1. Introducéo
Neste tdpico serdo abordados os temas relacionados a esta pesquisa com o intuito de

demonstrar sua relevancia e prover aos leitores informac6es suficientes para compreender o
trabalho. Portanto, sera feita uma revisao sobre bioetanol e seu papel no cenario econémico
e ambiental atual, seguido por explanacdes do funcionamento do ciclo celular em
Saccharomyces cerevisiae e sua relacdo com a producdo de etanol. Dessa forma, sera
possivel compreender como a modelagem pode ajudar no estudo do ciclo celular e,
consequentemente, na melhora da producdo do bioetanol. Uma revisdo sobre modelagem
matematica de redes também ¢é apresentada para demonstrar suas fungdes no estudo de
sistemas complexos e como ela pode ser til para este fim. Finalmente, uma revisdo sobre
RNAs Longos Nao Codificantes (IncRNAs) também esta presente neste texto, permitindo

compreender o papel deles no modelo e como eles podem afetar a funcéo de proteinas.

1.1. Bioetanol
A intensa utilizagdo de combustiveis fosseis demandada pela necessidade de

desenvolvimento econdémico dos paises tem causado uma diminuigdo progressiva na
disponibilidade destes recursos nao renovaveis gerando problemas econémicos e politicos e
tende a piorar em longo prazo. Além disso, € consenso na literatura que estes combustiveis
sdo a principal causa das mudancas climaticas (RASS-HANSEN et al., 2007
SRIVASTAVA et al., 2015). As preocupacdes acerca do futuro dos combustiveis fésseis e
0 entendimento dos impactos de sua combustdo ao meio ambiente torna necessario o estudo
de combustiveis alternativos, procurando aqueles que sejam renovaveis e menos agressivos
ao meio ambiente. Os biocombustiveis sdo uma alternativa viavel e apresentam vantagens
quando comparados aos combustiveis fosseis, tais como: 1- sdo extraidos de biomassa; 2-
sdo biodegradaveis e, portanto, mais sustentaveis; 3- sua combustdo ndo interfere no ciclo

do didxido de carbono; 4- sdo menos agressivos ao meio ambiente (GAURAV et al., 2017).
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Atualmente, os biocombustiveis mais comuns incluem o bioetanol e biodiesel. A
producdo destes combustiveis é proveniente das plantacdes de cana-de-acucar, beterraba,
soja, batata, entre outras (GHADIRYANFAR et al., 2016). O bioetanol é um dos
biocombustiveis mais utilizados no mundo, principalmente pela possibilidade de mistura-lo
com a gasolina, diminuindo o custo do produto e as emissfes de CO, (diminuicdo de 90%
das emissbes de CO, e 60-80% de SO, quando misturado com 95% de gasolina) (GUPTA;
VERMA, 2015).

No contexto global, hd sempre uma tendéncia de aumento na producdo de etanol ao
longo dos anos, sendo o Brasil e Estados Unidos lideres na producgéo de etanol (Tabela 1 e

Tabela 2) (NIPHADKAR; BAGADE; AHMED, 2018).

Tabela 1: Producdo de bioetanol de diferentes paises no periodo de 2014-2015 (adaptado de
Niphadkar et al., 2018).

Pais Bioetanol em milhdes de galdes (valor
aproximado)
EUA 15.000
Brasil 65.000
Europa 1.369
China 695
india 555
Canada 522
Tailandia 310
Argentina 160
Outros 726

Tabela 2: Producdo de bioetanol em milhdes de gales (valor aproximado) de 2007 a 2013 (adaptado
de Niphadkar et al., 2018).

Pais 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013
EUA 6.521 9.309 10.938 13.298 13.948 13.000 13.300
Brasil 5.019 6.472 6.578 6.922 5.573 5.577 6.267
Europa 570 734 1.040 1.209 1.168 1.179 1.371
China 486 502 542 542 555 555 696
Canada 211 238 291 357 462 449 523
Outros 315 389 914 985 698 752 1272
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O Brasil foi recentemente considerado lider global na producdo e desenvolvimento
tecnoldgico do bioetanol. Atualmente, € o maior produtor de etanol a partir da cana-de-
acucar. No entanto, como apontado nas tabelas acima, os EUA lidera a producéo, sendo que
somada a producdo brasileira atingem 85% da producdo mundial de etanol (SALLES-
FILHO et al., 2017). Portanto, visto que o etanol tem uma grande importancia econémica e
ambiental, € essencial estudar maneiras de aumentar sua producdo, melhorando assim a sua

competitividade frente aos combustiveis fosseis.

1.2. Producéo de bioetanol por leveduras
A producdo de bioetanol provém da capacidade das leveduras e outros micro-

organismos em converter moléculas de seis carbonos em moléculas de dois carbonos,
gerando CO, e etanol em vez de lactato, como ocorre nos seres humanos. O processo se
inicia na glicdlise, a qual a glicose € degradada por uma série de enzimas gerando duas
moléculas de piruvato. Os piruvatos sdo entdo descarboxilados pela piruvato-descarboxilase
formando aldeido, o qual € reduzido a etanol pela alcool desidrogenase (Figura 1)

(NELSON; COX, 2014).

Hexogquinase Fosfoglicose Isomerase Fosfofrutoquinase m

G|icose-ﬁ-fosfato—QFrutose-6-fosfat Frutose-1,6-bifosfat

Glicose

@00ee® AP ADP SOOE0ED ccccecc® ATP  ADP —— Aldolase —
cce®
G3P<—+>DHAP
NADT \
NADH —Triose-fosfato isomerase
) Enolase- FDSfD-gliCEI:atD mutase- Fosfo-glicerato quinasa\ ;+ G_Iize;:iléjre;gz'n?:;ato
Fosfoenolpiruvato 2-Fosf0g||cerat0<A—3-Fosfoglicerat 1,3-Bifosfoglicerato
Piruvato
qumtﬁ \op “,.' H,0 ege ’ cce® ATP  ADP ®ccco
ATP
Piruvato descarboxilase Alcool desidrogenase Resultado efetivo resumido
Piruvat07—§>Acetaldefdo Etanol - -
% eses il L eoee Glicose + 2 Pi + 2 ADP + 2 Ht —
cco : NADH NAD 2 etanol + 2 CO2 + 2 ATP + 2 H20

Figura 1: Sequéncia de transformagdes da glicose até o produto final de interesse, o etanol. As esferas
em laranja e verde representam, respectivamente, o fluxo de carbono e grupos fosfato ao longo do processo.

Dentre as leveduras disponiveis para a producdo do bioetanol, a Saccharomyces

cerevisiae € a mais comumente utilizada. Embora ela seja capaz de produzir etanol com
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alto rendimento, a levedura passa a sofrer estresse com 0 aumento da temperatura e
concentragdo de etanol durante o processo fermentativo, causando perdas da viabilidade
celular e diminuicéo do crescimento (MOHD AZHAR et al., 2017).

O etanol em baixas concentracGes ja é capaz de inibir o crescimento celular, enquanto
que em altas concentracdes os efeitos toxicos do etanol passam a ser mais severos,
aumentando a taxa de morte celular do micro-organismo e reduzindo sua vitalidade
(atividade e metabolismo da célula) (HU, X. H. et al.,, 2007). Também, pode causar
modificacbes no metabolismo celular, na biosintese de macromoléculas, diminuicdo
producdo de RNAs e proteinas, aumento na frequéncia de mutacBes e alteracdo na

viabilidade e atividade de proteinas intracelulares (Tabela 3) (STANLEY et al., 2010).

Tabela 3: Principais efeitos do excesso de etanol em leveduras (adaptado de Stanley et al., 2010).

Viabilidade e crescimento celular Inibicio do crescimento, da divisdo
celular e de sua viabilidade;
Diminuicao do volume celular.

Metabolismo Diminuicdo nos niveis de mMRNAs e
proteinas;
Desnaturacéo e reducdo de atividade de
proteinas;

Estimulo para producdo de proteinas de
resposta ao estresse.

Estrutura celular e funcdo de membrana Alteracdo na morfologia do vacuolo;
Inibicdo da endocitose;
Perda de gradiente eletrostatico e forca
préton motriz;
Inibicdo de processos de transporte;
Inibicdo da atividade H*-ATPase;
Aumento na fluidez de membrana.

Os mecanismos de resposta ao estresse causado pelo etanol sdo extremamente
complexos e afetam uma variedade enorme de genes e proteinas. Chandler et al. (2004)
demonstraram que ap6s uma hora de exposicdo ao etanol, um total de 374 genes tiveram
sua transcricdo alterada, sendo que 100 genes apresentaram aumento de transcri¢do
enquanto que 274 tiveram uma diminuicdo. O numero de genes desregulados varia de

acordo com o tempo de exposi¢do: apos trés horas de exposicdo ao etanol o nimero de

14



genes superexpressos caiu para 14, e o nimero de genes subexpressos caiu para 99
(CHANDLER et al., 2004).

No trabalho publicado por Teixeira et al. (2009), 254 genes foram identificados como
responsaveis por atuarem na resisténcia ao etanol. Analisando a ontologia desses genes
candidatos, o grupo identificou que a maioria deles est4 relacionada com os termos: 1-
organizacdo e biogénese celular; 2- estabelecimento da localizagdo celular; 3- transporte
intracelular; 4- biogénese e organizacdo de organelas; 5- transporte vacuolar; 6-
organizacdo e biogénese de peroxissomos; 7- direcionamento de proteinas para o
peroxissomo; 8- biogénese e organizacdo do endossomo; 9- transcricdo pelo promotor da
RNA polimerase I1; 10- biogénese e organizacdo do citoesqueleto (TEIXEIRA et al., 2009).

Ambos os trabalhos apresentados acima utilizaram dados de microarray para a
identificacdo de genes importantes para 0 mecanismo de resisténcia ao etanol. Conforme o
exposto, é possivel observar a complexidade desse mecanismo, portanto, estuda-los e
encontrar maneiras de desenvolver leveduras cada vez mais resistentes é ainda um desafio
para a comunidade cientifica.

A complexidade fica ainda mais evidente quando tratamos de dados de RNA-Seq, nos
quais a quantidade de dados € claramente muito maior. Wolf (2019), obteve o
transcriptoma de 6 linhagens de S. cerevisiae tanto na condicdo controle (sem exposicéo a
altos niveis de etanol) quanto tratada. No tratamento citado, foi determinada a quantidade
méaxima de etanol tolerada para cada linhagem, permitindo separa-las em grupos de alta
tolerancia (HT) e baixa tolerancia (LT) ao etanol (ALMEIDA, 2017). Observou-se que, em
média, 50.31% dos genes diferencialmente expressos estdo superexpressos e 49.68% estdo
subexpressos nas HTs, enquanto que nas LTs esse numero é de 47.76% e 52.23%
respectivamente (Tabela 4). A analise dos GOs dos genes diferencialmente expressos
reporta um total de 2.672 termos, os quais foram sumarizados para encontrar os termos que

fossem mais relevantes no contexto de resisténcia ao etanol (Tabela 5) (WOLF, 2019).
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Tabela 4: Valores correspondentes a quantidade de genes diferencialmente expressos para cada

linhagem (WOLF, 2019).

Linhagem Grupo Superexpressos  Subexpressos Total
BMAG4-1A HT 1319 1240 2559
BY4742 HT 2050 2117 4167
X2180-1A HT 2144 2126 4270
S288c LT 2277 2552 4829
BY4741 LT 2116 2256 4372
SEY6210 LT 1640 1795 3435

Tabela 5: Termos de GO obtidos utilizando os genes diferencialmente expressos (tanto superexpressos
quando subexpressos) das linhagens HT e LT (WOLF, 2019).

Alta tolerancia Baixa tolerancia

Superexpressos

Energia proveniente da Transporte por
oxidacao de compostos transmembrana;
organicos; Crescimento celular;
Resposta a substancias toxicas;

Metabolismo de cofatores;

Metabolismo de carboidrato

celular;

Metabolismo de carboidratos;

Geracdo de  metabolitos

precursores e energia;

Metabolismo da coenzima de

oxidorreducao;

Metabolismo composto

contendo pirimidina;

Reenovelamento de proteinas.

Subexpressos

Reparo de rupturas na dupla Metabolismo de tRNAS;

fita; Transporte de RNAS;
Mudanca na estrutura do Biogénese de complexos
DNA,; de ribonucleoproteinas;
Segregacao cromossdmica; Processos celulares.

Regulacao bioldgica;
Processos celulares.

Adicionalmente, foram realizadas analises de enriquecimentos de vias utilizando os

dados de expressdo diferencial. Nesta etapa foi observado que as vias do ciclo celular,

traducdo de RNAs e mecanismos de transporte, foram as mais enriquecidas (WOLF, 2019).

Além disso, foi observado que linhagens menos tolerantes ao etanol crescem mais rapido e

também morrem menos do que as mais tolerantes (ALMEIDA, 2017). Portanto, esta claro
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que o efeito toxico do etanol é extremamente complexo, afetando uma variedade enorme de
processos celulares tornando dificil o estudo desses mecanismos e o desenvolvimento de
leveduras mais tolerantes.

O crescimento celular foi associado com o estresse causado pelo etanol em outros
trabalhos. De fato, genes como BUB1 (YGR188C), CDH1l (YGLO03C), CLN3
(YALO040C), SWE1l (YJL187C), GRR1l (YJR090C), SWI4 (YER111C) e SWI6
(YRL182W), os quais estdo presentes na via que controla o ciclo celular em S. cerevisiae,
ja foram descritos na literatura como genes importantes para o crescimento celular na
presenca de etanol na concentra¢do de 11% v/v (KUBOTA et al., 2004). Esta informacao
nos indica que a célula controla a frequéncia em que se multiplica para contornar o estresse
a qual esta submetida, logo, estudar a fundo essa via é essencial para desenvolver maneiras
de fazer a célula permanecer viavel e se multiplicar mesmo na presenca do estresse.

O ciclo celular foi escolhido como objeto de estudo deste trabalho dado a descoberta
da sua importancia no mecanismo de resposta ao etanol e ao fato de haver quatro INCRNAs
que interagem com proteinas dessa via nas linhagens SEY6210 e BY4742 (MARQUES,

2019).

1.3. Ciclo celular em Saccharomyces cerevisiae
O ciclo celular é o conjunto de fases na qual uma célula deve passar para se

multiplicar. Para ocorrer a divisdo, a célula cresce continuamente em massa mesmo quando
o ciclo celular ja foi iniciado. Alguns eventos do ciclo ocorrem apenas uma vez na vida da
celula, tais como a replicacdo do genoma (fase S), a mitose e a divisao celular. Tais eventos
acontecem dentro de quatro fases: G1 (gapl), S (synthesis), G2 (gap2) e M (mitosis). As
fase G1 é responsavel por preparar a célula para a sintese de DNA (fase S) e a fase G2

prepara a célula para a mitose (fase M) e diviséo celular (ALBERGHINA et al., 2012).
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E essencial que os “eventos continuos do ciclo celular” (aumento de massa) e os
“eventos descontinuos do ciclo de divisdo do DNA” (replicagdo do DNA, mitose e divisao
celular) acontecam de forma coordenada a fim de manter a homeostase celular
(BARBERIS et al., 2007). O aumento de massa possui um papel importante no ciclo, pois
apenas as células que atingem um valor critico de massa podem iniciar a fase S e, sendo
assim, as células que ainda ndo possuem o tamanho ideal passam por uma fase G1 mais
prolongada (RUPE, 2002). Outra caracteristica essencial do ciclo celular é a capacidade de
mudar seu caminho de acordo com certas condi¢es; em S. cerevisiae, a célula possui trés
alternativas: 1- seguir o ciclo até a divisdo; 2- em ambientes com falta de nutrientes, a
celula entra em numa fase estacionéria resistente ao calor e a tratamentos quimicos; 3- as
células haploides podem realizar o mating para formar uma célula diploide, a qual pode
continuar seu préprio ciclo celular (FORSBURG, 1991).

A progressdo do ciclo celular é controlada pelas quinases dependente de ciclinas
(CDK). CDKs séo treonina e serina quinases e 0 modo como elas controlam o ciclo celular
depende da interagdo com as ciclinas, sendo estas as suas subunidades de ativacdo. A
disponibilidade das ciclinas no tempo apropriado provoca a progressdo do ciclo celular, e
essa disponibilidade é controlada pela sintese e degradacdo destas ciclinas. Em S.
cerevisiae, a CDK Cdc28p regula a progressdao do ciclo celular ligando-se a diferentes
ciclinas em diferentes etapas do ciclo celular. Diferentes ciclinas possuem diferentes
maneiras de regulacdo (tanto transcricionalmente quanto pés-transcricionalmente), embora
possuam algumas funcdes que se sobrepdem. Porém, mesmo com fungdes sobrepostas, as
ciclinas séo suficientemente diferentes umas das outras, permitindo que o ciclo celular
ocorra coordenadamente e nos tempos apropriados (BLOOM; CROSS, 2007).

O ciclo celular ¢ complexo e envolve uma quantidade consideravel de genes e
proteinas. A progressdo do ciclo, a presenca de checkpoints e a complexa interacdo entre as

ciclinas e seus ativadores e inibidores sdo diferentes em cada fase. A Figura 1 representa o
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ciclo celular em S. cerevisiae retirado do KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes), modelo este utilizado como base para a construcdo do modelo matemaético

descrito neste trabalho.

Spindle checkpoint DIN£, damsge checkpoint
CELL CYCLE - YEAST Unattached Misaligned spindl DNAdamage‘ sensing
7

Cell cyele arrest
Fostreplicatrve DA repair
Transéription of target genes

Fhosphate O~ [ gy

[Polt |4 ——————— DHAO

| ARS
+ Y |

o ¥

: 5-phase proteins DN A biosynthesis

ORC (On Recoguition WICH (Dlini-Chromosoras
e Mairtenance] corplex

[Cont [om | [(nvtorm [ tlonss |
["ows [omea | [ mterea | ioms |
[ ors | ows | | oo | tler? |

Gl H G2 M

04111 67419
(e} Kanehisa Laboratories

Figura 1: Modelo representando as interagdes entre proteinas do ciclo celular em S. cerevisia, as setas
representam interagdes da ativacdo e as retas interagdes de inibi¢do. Os sinais “+p” e “+u” representam,
respectivamente, fosforilacao e ubiquitinagdo (LABORATORIES, 2019).

START e a transicdo de G1 a S

Como ja mencionado, a massa celular é importante para definir se a célula ird se

dividir. Além disso, outro requerimento para que as células iniciem o ciclo (START) é a
necessidade de estarem em constante crescimento e sintese proteica. O START necessita da
ativacdo de pelo menos uma das ciclinas do tipo Cln (CInlp, CIn2p ou CIn3p, chamadas de
ciclinas do G1) as quais ativam a quinase Cdc28p. As ciclinas do G1 sdo instaveis
implicando que a célula deva continuamente sintetizar essas proteinas para que o START
ocorra (FUTCHER, 1996). A CIn3p pode ser detectada ao longo do ciclo celular, mas sua
expressao € maior no final da fase M e inicio de G1. A transcricao das outras ciclinas do G1
é controlada pelos fatores de transcricdo SFB (Swi4dp e Swiép) e MBF (Mbplp e Swi6p),
sendo que ambos s@o responsaveis pela expressdo de Clnlp e CIn2p produzindo um

feedback positivo irreversivel de ativacdo do SFB e MBF. Estes dois fatores de transcri¢ao
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também ativam Clb5p e Clb6p (duas ciclinas da fase S) (BLOOM; CRQOSS, 2007). Uma
das razdes pela qual o CIn3p é a Unica ciclina expressa no inicio do ciclo celular é a sua
capacidade de fosforilar Whi5p, um repressor que se liga ao promotor de SBF e MBF para
impedir a acdo destes fatores de transcricdo. A fosforilagdo de Whi5p causa sua inativagao
e permite a acdo de SBF e MBF na transcri¢do de outros genes (COSTANZO et al., 2004;
DE BRUIN et al., 2004). E importante ressaltar que a expressdo de CIn3p é feita pela acéo
do fator de transcricdo Mcml1p (PRAMILA et al., 2002).

As ciclinas CInlp e CIn2p possuem papéis importantes para a polarizacdo da actina
cortical, algo essencial para a formacéo do broto (um crescimento lateral na célula méae).
No entanto, na auséncia de Clnlp ou CIn2p, a Clb5p pode suprir suas funcfes. Portanto, a
Clb5p pode causar o START do ciclo celular na auséncia das trés ciclinas do G1 (Clinlp,
CIn2p e CIn3p) (CVRCKOVA; NASMYTH, 1993; EPSTEIN; CROSS, 1992).

A iniciacdo da replicacdo do DNA acontece logo apds a acdo das Clns. Para ocorrer
de maneira apropriada, ha necessidade da acdo das ciclinas do tipo B (Clb5p ou Clb6p),
com suas transcrigdes necessariamente ocorrendo entre G1 e S. Na auséncia destas ciclinas,
Clblp ou Clb2p podem ativar a replicacdo do DNA, porém com um atraso (BLOOM;
CROSS, 2007). A presenca das Clbs na transicdo G1/S néo é o suficiente para dar inicio a
replicacdo, pois o Siclp € um inibidor estequiométrico que fisicamente bloqueia os
complexos Clb-Cdc28; portanto, Siclp deve ser degradado para que haja replicacdo do
DNA. A fosforilagdo da Siclp intermediada pelos complexos CiIn-Cdc28 levam a
ubiquitinacdo de Siclp pelo complexo SCF (Complexo Ubiquitina Ligase) seguida por sua
degradacdo (FELDMAN et al., 1997; VERMA et al., 1997).

Antes da acdo das Clbs, é necessaria a presenca de outras proteinas na origem de
replicacdo. A iniciacdo da replicacdo pode ser separada em duas etapas: 1- o complexo de
reconhecimento da origem (ORC) de replicacdo recruta as proteinas de manutencdo do

minicromossomo (MCM), Cdc6p e Tahllp para formar o complexo pré replicativo (pre-
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RC); 2- o pre-RC é ativado pelas quinases da fase S e pelo complexo Dbf4-Cdc7. Estes
passos permitem o desempacotamento do DNA e o recrutamento das DNA polimerases
(NOUGAREDE et al., 2000; SHEU; STILLMAN, 2010; TANAKA; DIFFLEY, 2002).
Para garantir que o genoma da célula fique estavel durante o ciclo celular, é necessario
garantir que ele seja replicado apenas uma vez por ciclo. As ciclinas do tipo B impedem a
dupla-replicagdo do material genético da célula em um unico ciclo, além de serem
responsaveis por desencadear o desempacotamento das origens de replicacdo. Essa
regulagdo acontece de trés formas: 1- o complexo Clb-Cdc28 fosforila proteinas do ORC;
2- inibe a atividade da proteina Cdc6p por meio de uma ligacdo fisica dependente de
fosforilagdo; e 3- causa exclusdo nuclear de proteinas do complexo MCM (MIMURA et al.,
2004; NGUYEN; CO; LI, 2001).

A replicacdo do corpo do polo do fuso (SPB) ocorre também apenas uma vez por
ciclo, sendo regulada pelas ciclinas mitéticas (Clblp, Clb2p, Clb3p e Clb4p). J& a sua
ativacdo pode ser feita pelas Clns, enquanto que as ciclinas Clb5p e Clb6p podem causar a
dupla-replicagdo na auséncia de ciclinas mitoticas (BLOOM; CROSS, 2007).

Além dos mecanismos explicados acima, € necessario também a manutencdo da
coesdo entre as cromatides irmas até a anafase, fase essa em que as cromatides devem
segregar-se para as células filhas. Essa coesdo é feita pelas coesinas (Smclp, Smc3p e

Mcdlp) (MICHAELIS; CIOSK; NASMYTH, 1997; YANG; REN; ZHANG, 2008).

Transicdo de S para M

Ap0s a duplicacdo do DNA e SPB a célula pode iniciar a sua entrada na fase M. As
ciclinas do tipo B, mais especificamente as Clblp, Clb2p, Clb3p e Clb4p, sdo responsaveis
pelos eventos mitoticos tais como a morfogénese do fuso e a inibicdo da citocinese.
Portanto, a degradagdo de tais ciclinas é necessaria no final da anafase para garantir a

divisdo celular (BLOOM; CROSS, 2007). A ativacdo de Cdc28p (responsavel por causar a
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progressdo do ciclo celular) nesta etapa requer a sua juncdo com as Clbs mitéticas e
fosforilagdo por Cakl (quinase ativadora de CDKSs) (KALDIS; SUTTON; SOLOMON,
1996).

A compreensdo de como a ciclinas do tipo B sdo degradadas é fundamental para
compreender o funcionamento da fase M e como a célula completa o ciclo. A proteina
Cdc14p desfosforila proteinas-chave levando a inativagdo (degradacdo) das ciclinas do tipo
B, permitindo a desmontagem do fuso e a citocinese. A Cdcl4p fica retida no ndcleo
durante quase todo o ciclo por meio de uma ligacdo fisica com a proteina Netlp, e é
transportada para o citosol apds a acdo das redes MEN (rede de saida da mitose) e FEAR
(rede de liberacdo antecipada da anéfase). A FEAR inicia-se na anafase com a ativacdo do
complexo APC/C-Cdc20. Essa ativagdo causa a degradacdo de Pdslp (securina, inibidora
de separase), permitindo a acdo da Esplp (separase que inibe as coesinas) levando a
segregacdo dos cromossomos. A degradacdo da Pdslp também permite que a SIk19p forme
um complexo com Esplp inibindo a fosfatase de Netlp (PP2A-Cdc55). Essa inibicdo leva a
fosforilagéo da Netlp pela Clb1-Cdc28 ou CIb2-Cdc28. Consequentemente, a fosforilagéo
da Netlp conduz a saida da Cdcl4p do nuacleo. A rede MEN tem a funcdo de sustentar
FEAR e manter a presenca de Cdcl4p tanto no ndcleo como no citoplasma. Esta rede
comeca pela proteina de ligacdo GTP Temlp, a qual ativa a quinase Cdc15p e que ativa a
proteina Dbf2p. A ativacdo da Dbf2p é responsavel pela fosforilagdo e consequente
liberacdo da Cdcl4p do nucleo. Apos a acdo dessas duas vias, Cdcl4p pode desfosforilar e
ativar a Swibp, um fator de transcri¢do de Siclp, e desfosforilar Siclp, impedindo que este
seja reconhecido por ubiquitina-ligases (JIMENEZ et al., 2005; LEE et al., 2001; ROCK;
AMON, 2009). A Cdcl4p também desfosforila a Cdhlp para ativar o complexo APC-
Cdh1, o qual seré responsavel pela degradagédo das ciclinas do tipo B (BLOOM; CROSS,

2007). Portanto, as ciclinas mitoticas acabam sendo inibidas por degradagéo pelo complexo
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APC-Cdhl e por ligagdo com o inibidor Siclp, permitindo que a célula finalize o ciclo com

a citocinese.

Checkpoints do ciclo

Os checkpoints s&o mecanismo de vigilancia do ciclo celular que garantem a
interdependéncia dos eventos desse ciclo. Os checkpoints extrinsecos sdo aqueles ativados
apenas quando perturbagGes acontecem, enquanto que 0s intrinsecos sdo aqueles que
ocorrem em condic¢des naturais e visam garantir a ocorréncia dos eventos do ciclo celular

no tempo correto (BARNUM; O’CONNELL, 2014).

e Checkpoint do tamanho celular

Para garantir que as células filhas tenham as quantidades apropriadas de material
genético e outros compostos, as células maes devem atingir o tamanho ideal antes de se
dividirem (em média dobrar o seu conteldo), portanto, controlar o tamanho celular é
crucial para a distribuicdo de nutrientes na divisdo celular. Um dos possiveis mecanismos
de controle do tamanho celular baseia-se no monitoramento da traducdo de proteinas,
devendo haver certas proteinas que possam exercer um controle sobre o ciclo celular apés
acumularem uma determinada abundancia. Propde-se que a CIn3p seja uma das proteinas
responsaveis por esse fendmeno, corroborando com a sua relagdo entre massa celular e
START do ciclo. Outro possivel mecanismo sugere que as células monitoram a sua
geometria durante a entrada na fase M apds atingir um determinado valor de comprimento.
No entanto, ndo esta claro como estes mecanismos funcionam e nem se ambos ocorrem

concomitantemente (BARNUM; O’CONNELL, 2014).
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e Checkpoint de dano ao DNA

Caso ocorra algum dano ao DNA, o checkpoint desse dano causa um arrest da célula
em interfase, permitindo que ela tenha tempo para reparar-se; nesse ponto, é essencial
manter as CDKSs inativas até finalizar o reparo. Esse processo se inicia pelo reconhecimento
das estruturas de DNA especificas ou alteragdes, uma vez que diferentes tipos de leséo
geram diferentes sinais de reparo. Em S. cerevisiae, a sinalizacdo de dano ao DNA ocorre
por meio das proteinas Meclp, Chklp, Rad53p, Dunlp, Cdc5p, Rad9p, Rad24p, Rad17p,
Mec3p e Ddclp. A proteina Rad53p possui papel central neste checkpoint, a qual é ativada
via fosforilacdo pela Meclp, Rad9p e Rad24p. Juntas, a Rad53p e Meclp fosforilam
Dunlp, uma quinase que ird estimular a transcricdo de uma série de genes de reparo
impedindo que o sistema avance para a fase M. Meclp também fosforila Chklp, mantendo
assim os altos niveis de Pdslp impedindo entdo a entrada em anéfase. Além de causar um
arrest em G2/M, este checkpoint é capaz de causar um arrest em G1 por meio da
fosforilacdo de Swi6. A fosforilacdo de Swi6 ocorre pela Rad53p, impedindo a formacéo
do complexo Swi6-Swi4, o qual € responsavel pela expressdo das ciclinas do G1
(DESANY et al., 2006; LONGHESE et al., 1998; NEECKE; LUCCHINI; LONGHESE,

1999; WEINERT; KISER; HARTWELL, 1994).

e Checkpoint da montagem do fuso

A fim de assegurar a estabilidade do genoma e garantir que 0S Cromossomos sejam
segregados corretamente, o checkpoint da montagem do fuso atrasa a progressao do ciclo
celular para que essas condicOes se concretizem. Uma montagem correta do fuso necessita
que os cromossomos liguem-se aos microtubulos do fuso, caso contrario, 0 checkpoint se
ativa e o ciclo € parado antes de prosseguir para a anafase; a retomada do ciclo ocorre ap6s
a formacdo correta do fuso. As proteinas-chave deste chekpoint sdo a Madlp, Mad2p,

Mad3p, Bublp, Bub3p e Mpslp. Primeiramente, Mpslp fosforila Mad2p e permite a
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formacdo do complexo Mad2-Cdc20, o qual se liga ao complexo Mad3-Bub3 formando o
complexo do checkpoint mitético (MCC). Este complexo é responsavel por impedir que o
complexo de promocdo da anafase (APC/C) recrute as ciclinas do tipo B e a securina
(Pds1lp) (RUDNER; MURRAY, 1996). Sem a agdo de APC/C, ndo ha a entrada para a via
do FEAR e, consequentemente, ndo ocorre a liberagcdo de Cdcl4p e inibicdo das ciclinas do
tipo B.

Outra maneira de impedir a progressdao do ciclo na presenca de dano ao fuso ou
desalinhamento dos mesmos é por meio do complexo Bfal-Bub2. A presenca desse
complexo na presenca de problemas no fuso mantém a proteina Temlp inativa impedindo
que a via MEN se ative, resultando na manutencdo da Cdc14p no nucleo (HU, Fenghua et

al., 2001; WANG, Yanchang; HU; ELLEDGE, 2000).

e Resposta ao fator mating

A presenca do fator de mating (feromoOnio que induz a expressdao de genes
responsaveis pelo mating) gera um arrest em G1. Para isso, a quinase Fus3p da via de
sinalizacdo MAPK fosforila e ativa Farlp, possibilitando a sua associagdo com 0s
complexos CIn1-Cdc28, CIn2-Cdc28 e CIn3-Cdc28. Perante essas informagoes, sem a
atividade de pelo menos uma destas Clns a célula ndo progride além do G1. Esse arrest

cessa ao final do matting (JEOUNG; OEHLEN; CROSS, 1998).

1.4. Modelagem matemética na biologia e modelos do ciclo celular de S.
cerevisiae

A modelagem matematica de sistemas bioldgicos é usada para estudar mecanismos
observados experimentalmente ou para realizar predi¢cbes de novas possibilidades pouco
evidentes ou dificeis de serem realizadas experimentalmente. Assim, a modelagem é uma

6tima ferramenta para testar hipoteses e entender mecanismos complexos (NOBLE, 2003).
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Geralmente a modelagem requer grande quantidade de dados experimentais ou, caso
0 intuito seja explicar um fenémeno pouco conhecido, requer a hipdtese de como seria o
funcionamento do sistema a ser modelado. A capacidade de predi¢cdo de um modelo pode
ser relacionada com a quantidade de dados disponiveis para sua montagem. Os modelos de
sistemas bioldgicos mais antigos foram baseados em poucos dados, tornando possivel a sua
utilizacdo para testar hipoteses oriundas de informagdes experimentais, mas ndo sdo Uteis
na extrapolacdo além das informacfes obtidas pelos experimentos. Com 0s avangos na
biologia molecular, a criacdo de modelos mais detalhados esta se tornando uma realidade
(TOMLIN; AXELROD, 2007).

O desenvolvimento de um modelo parte do delineamento da estrutura do sistema a ser
modelado. A estrutura é o conjunto de interagBes entre 0s componentes do modelo que, no
caso do ciclo celular, compfem proteinas, suas interacfes (ativacdo ou repressdo) e seus
efeitos no comportamento do ciclo. Ha duas maneiras de criar esta estrutura:

1. A abordagem “Top-down” parte da estruturagio do modelo como uma
representacdo funcional do sistema como um todo. Nesse caso, 0 nivel mais alto
representa fenbmenos celulares e processos bioldgicos. Posteriormente, o sistema é
dividido em partes menores acrescido de informacgdes mais detalhadas em menores
niveis de funcionamento do sistema, tais como as relagdes entre proteinas e genes e
0s mecanismos moleculares.

2. A abordagem “Bottom-up” parte das interacfes mais detalhadas do sistema até
chegar a visdo geral de seu funcionamento. Porém, esse processo requer uma grande
quantidade de informacdo. Além disso, € necessario saber 0 que acontece com 0
sistema nos niveis mais altos, uma vez que modelar as interagcdes nos niveis baixos
requer conhecimento de suas a¢fes no contexto geral do sistema.

Independente de qual seja a abordagem adotada, os componentes do modelo serdo

sempre modelados levando em consideracdo os dados experimentais ou hipoteses a serem
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testadas, pois sdo essas as informacOes utilizadas para criar regras e modelar sistemas
(NOBLE, 2003).

Com a estrutura delineada, o préximo desafio da modelagem € a implementacdo das
regras matematicas para cada componente do modelo. A abordagem mais utilizada é
descrever os componentes utilizando equacbes diferenciais ordinédrias (ODE), as quais
representam aumento ou queda nas concentracdes de um determinado elemento ao longo do
tempo. Estas equagdes sdo construidas levando em consideragdo uma série de parametros,
tais como taxas de degradagdo, taxas de reacdo e limites de ativagdo (TOMLIN;
AXELROD, 2007). Nessa abordagem, ODEs s3o construidas para cada variavel do modelo

para descrever a quantidade livre daquela variavel a cada instante de tempo por meio das
taxas de variacdo da concentracdo (%). As equacOes sdo diferentes para cada tipo de

interagdo de um sistema bioldgico.

Supondo que duas proteinas hipotéticas “A“ e “B” se associam para formar o
complexo proteico “AB”, a reagdo pode ser entdo descrita seguindo a lei de acdo de massas:
A+ B — AB. A variacdo de “A” num instante de tempo pode ser descrita com a equagao 1
(eq. 1):

— = a.[A].[B]. (eq. 1)

Na situacdo acima, a [A] esta sendo definida apenas pela sua interacdo com [B],
porém, numa situacao real em redes regulatérias, sua concentracdo seria definida por todas
as interacoes que mudam a quantidade de “A” no sistema. Portanto, na equagdo acima
descrita, sdo inseridos valores relativos a degradacdo de “A”, a quantidade de “A” utilizada
por outras proteinas e a quantidade de “A” que ¢ expressa a partir de uma quantidade “x”
de RNA; em suma, processos que aumentam e diminuem a quantidade de “A” sdo
colocados de forma positiva e negativa, respectivamente.

No caso de reacOes enzimaticas, a equacdo de Michaelis-Menten pode ser utilizada

para modelar interacdes envolvendo enzimas, substratos e produtos (INGALLS, 2012). Em
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uma reagdo quimica hipotética na qual a proteina “A” pode ser fosforilada e desfosforilada,

a variagdo da concentracdo na forma ativa (fosforilada) pode ser dada pela equagéo 2 (eq

2):
d[Ap] _ [x1.[a] [Y].[Ap]
ac k1 KM+[A] k2 KM+[Ap] (eq. 2)

Sendo k1 e k2 as taxas para fosforilagdo e desfosforilacdo, respectivamente, e A e
Ap a proteina desfosforilada e fosforilada, respectivamente.

Reacdes de inibicdo também podem ser modeladas. Um exemplo é a inibicdo
alostérica na qual inibidores ndo se ligam diretamente no sitio de ligacdo, mas afetam a
reacdo ligando-se a outros sitios (INGALLS, 2012). Essa reacdo pode ser representada pela
equacéo 3 (eq. 3):

Vmax [X]
]
1+ I Km+[X]

v = (eq. 3)

Sendo v a taxa de producdo do produto, X o substrato, I o inibidor da enzima e
Vmax, Kl e Km sdo as constantes da reagdo que variam de acordo com o0s elementos a
serem estudados.

Reagoes ultrassensiveis sdo reagcdes que respondem com mais sensibilidade a um
sinal. Tais modelos podem ser Uteis para explorar funcionamentos de fatores de transcricao.
Nestes modelos, pequenas alteragcfes numa enzima menos ativa pode causar um switch de
estado do substrato, principalmente quando as enzimas possuem Vmax COM pequena
diferenca. Como exemplo, supomos que a maior parte do substrato “X” encontra-se na
forma defosforilada e que ambas as enzimas (fosfatase e quinase) estdo com seus substratos
saturados no meio. Nesse caso, 0 aumento da atividade da enzima com menor Vmax (neste
caso a quinase) levard ao aumento na fracao de substrato “X” fosforilado; no entanto, se
este substrato ja estiver saturado, ndo ocorrera um aumento na taxa de desfosforilagdo. Em
outra situacao, se 0 Vmax da quinase ultrapassar o da fosfatase a maioria das proteinas se

tornardo fosforiladas (INGALLS, 2012).
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A equacdo de Goldbeter-Koshland possui a capacidade de modelar de forma
ultrassensivel atividades bioldgicas que necessitam de sinais e que sdo controladas por
reacbes quimicas reversiveis. Supondo uma proteina hipotética “A”, de forma geral, a

equacéo tem a seguinte forma (eq. 4):

[Ap] _ 2uyJ2
At - B+ \/32—4(u2—u1)u1]2 (eq. 4)
Sendo u; = k1*S, u, = k2, J; = %, J, = %, B = uy_uz +J1*Us + Jo*uy. Os termos

Ay, S e A; significam, respectivamente, proteina “A” fosforilada, sinal externo que afeta a
quinase, ¢ total de proteinas “A” (fosforiladas + desfosforiladas). Os parametros indicados
por Km sdo referentes a equacdo de Michaelis-Menten.

Estas equacOes sdo exemplos de como reacdes bioldgicas podem ser traduzidas em
expressdes matematicas, mas ha muitos outros exemplos de equacdes que podem ser
exploradas para atingir o mesmo objetivo. Dois modelos quantitativos do ciclo celular em
S. cerevisiae desenvolvidos por Chen et al. (2004) e Kraikivski et al. (2015) sdo 6timos
exemplos de modelos complexos que contém uma grande variedade de expressdes
matematicas adequadas para diferentes tipos de reacdes bioquimicas. Embora muitas
expresses utilizadas por eles ndo sejam exatamente iguais aos exemplos citados, 0s
modelos desenvolvidos sdo muito precisos provando que ha diferentes maneiras de se
modelar o0 mesmo tipo de reacao.

Apesar da importancia do desenvolvimento das equacdes, a parametrizacdo dessas
equacdes € a parte mais crucial e dificil da modelagem. Encontrar os valores das constantes
de degradacéo, sintese, inibicdo, equilibrio, entre outros parametros sdo um desafio. Tais
valores dependem de experimentos de cinética enzimatica e interagdo entre proteinas, 0s
quais sdo extremamente complexos e demandam muito tempo de pesquisa. Dessa forma,
quanto mais desconhecido for o fendmeno bioldgico estudado, mais escassas serdo as

informacdes.
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A modelagem quantitativa de sistemas biolégicos ainda estd em um estégio inicial
de desenvolvimento. A medida que as técnicas de biologia molecular avangam, mais dados
se tornam disponiveis e, portanto, contribuem para desenvolver modelos mais complexos e
mais precisos.

A outra abordagem de implementagdo matemaética € utilizando regras Booleanas para
gerar um modelo qualitativo, chamados de modelos de estado discreto. Essa abordagem foi

adotada no presente trabalho e serd introduzida com mais detalhes.

Modelos discretos

E muito comum o uso da abordagem de redes Booleanas, também chamados de
modelos discretos ou légicos. Segundo Le Novere (2015), uma das grandes vantagens dos
modelos l6gicos é que os componentes da rede podem representar diversas coisas, desde a
presenca ou atividade de proteinas e genes, até um evento celular mais abrangente.

As equacdes dos modelos discretos (chamadas de expressdes booleanas) que regem o
comportamento dos componentes do modelo seguem uma légica baseada em conjuntos de
regras. Resumidamente, pode-se dividir a criagdo de um modelo légico em trés principais
etapas: 1- montagem da estrutura do modelo; 2- criagdo de expressdes para cada
componente; 3- solugdo do modelo e analise dos atratores.

As redes Booleanas sdo compostas de nos que possuem valores binarios (estados) de
0 ou 1 os quais correspondem a FALSO ou VERDADEIRO. Seu o estado é determinado
por outros nds vizinhos por meio de expressdes Booleanas. Estas expressdes sao
construidas utilizando os operadores Booleanos tais como AND, NOT, OR (inclusivo) e
XOR (OR exclusivo). O valor de cada componente na rede varia de acordo com os valores
atuais ou anteriores de seus reguladores, dependendo do tipo de método de atualizagédo
utilizado (Figura 2). Esses meétodos de atualizacdo podem ser: 1- Synchronous

(deterministico), no qual todas as variaveis sdo simultaneamente atualizadas partindo do
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estado anterior. Nesse caso, presume-se que todos 0s eventos bioldgicos da rede acontecem
simultaneamente e com transicdo sincronizada; 2- Asynchronous (estocastico), no qual as
varidveis sdo atualizadas numa escala de tempo (estado) individual. Atualizar um modelo
muito grande na forma Asynchonous é extremamente dificil do ponto de vista
computacional, pois consome muito tempo e poder computacional (WANG;
SAADATPOUR; ALBERT, 2012); 3- Priority classes, método presente no software
GINsim, o qual atualiza o sistema de forma Shynchronous, porém usando um sistema de
classes de prioridade. Nesse caso, 0 sistema atualiza primeiro os nés pertencente a classe

mais importante, seguido pela segunda mais importante, e assim por diante.

C)|  Tabela verdade
DA ACB BCD
1]0]1 1|o0|0

==
o= o
== o
o O

Figura 2: (a) Estrutura do sistema que sera modelada pelas (b) equagBes Booleanas escritas para cada
componente da rede. (c) A tabela verdade representa os possiveis outputs (coluna vermelha) a partir de
diferentes inputs (coluna preta). O valor O representa auséncia e 1 presenca. As arestas azuis representam uma
relacdo de ativagdo e as vermelhas representam uma rela¢do de inibigéo.

A solucdo de um modelo légico retorna a variacdo de cada componente em
determinado tempo representado pela transicdo de estados. O estado compde valores de
todos os componentes da rede e, a partir destes valores, o0 modelo calcula o proximo estado
do sistema. Ao final, o resultado é visualizado em um grafo de transicdo de estados, o qual
pode conter todas as possiveis trajetorias do sistema, ou, a partir de um input especifico,
todas as trajetorias deste input. Quanto as informacGes reveladas pelos outputs, o sistema

pode estar parado em um estado estavel, ou pode permanecer em torno de um ndmero de
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estados recorrentes (um ciclo); ambas as situagdes séo chamadas de atratores do sistema

(Figura 3) (WANG; SAADATPOUR; ALBERT, 2012).
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Figura 3: Grafo de transigdo de estados de todas as trajetdrias do sistema. O primeiro ndmero dos retangulos
é referente ao componente B do modelo, seguido de A, D e C. Os blocos coloridos representam os possiveis
atratores, e neste caso, houve apenas atratores ciclicos. Arestas continuas significam que apenas uma variavel
mudou de valor, enquanto que as arestas tracejadas significam que duas ou mais modificagcdes ocorreram. O
modelo da Figura 2 foi resolvido utilizando o método de atualizagdo Synchronous no software GINsim.

A atualizacdo dos valores de um nd s6 acontece quando as equacfes Booleanas sdo
verdadeiras, ou seja, quando suas exigéncias sdo satisfeitas. Utilizando a Figura 2 como
exemplo, a equagdo do nd “D” ¢é “B” AND “C”. Portanto, exigéncia da equacéo do n6 “D”
estard satisfeita somente quando os nos “B” E “C” assumirem o valor = “1”. Como
resultado, o valor do n6 “D” sera atualizado para “1” no proximo estado do sistema.

Analisar os atratores do sistema é o ponto principal da modelagem ldgica. Os
atratores ciclicos reportam quais sdo 0s estados em que 0 organismo passa mais tempo.
Além disso, os atratores estdo relacionados a diferentes fendtipos nas redes regulatérias
(HOPFENSITZ et al., 2013). Como exemplo, Sahin et al. (2009) utilizou os atratores de
seu modelo para procurar novas estratégias para o tratamento do cancer de mama resistente

ao trastuzumab, um anticorpo monoclonal utilizado no tratamento desse tipo de céancer,
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encontrando uma nova proteina que pode ser utilizada como alvo no tratamento da doenca
(SAHIN et al., 2009).

As transi¢Oes de estados levardo a um atrator a partir de um estado inicial. O conjunto
de estados iniciais que levam ao mesmo atrator € chamado de bacia de atragdo e, quanto
maior a bacia de atracdo de um atrator, maior é a sua relevancia bioldgica (HOPFENSITZ
et al.,, 2013). Identificar todos os atratores de um modelo grande é um problema
computacionalmente dificil independente do método de atualizagdo utilizado. Uma maneira
de contornar este problema é utilizando técnicas de redugdo do modelo, nas quais variaveis
que acabam sempre no mesmo atrator sao consideradas irrelevantes para a identificacdo de
todos os atratores do sistema. Nesse caso, essas varidveis sdo removidas seguidas de uma
simplificacdo das suas equacOes Booleanas redundantes. No entanto, a utilizagdo de tais
métodos podem adicionar algumas oscilagbes espurias no novo modelo, mesmo
preservando os pontos fixos do sistema (atratores ndo ciclicos) (WANG; SAADATPOUR,;
ALBERT, 2012).

Os modelos légicos de multi-valores abrangem um conjunto de valores além dos
Booleanos, assumindo quantos valores discretos forem necessarios. Como exemplo, cada
componente do sistema (nesse caso, proteinas) pode possuir valor 0 (auséncia), 1
(presenca), 2 (quantidade abaixo do normal) ou 3 (grande quantidade) (LE NOVERE,
2015). Isso permite uma maior liberdade para o modelo. De fato, essa modelagem vem

sendo muito utilizadas para o estudo do ciclo celular em S. cerevisiae, como serd relatado.

Modelo Booleano de Li

LI et al. (2004) criaram um modelo dindmico compreendendo todas as fases do ciclo
celular de S. cerevisiae contendo apenas 11 nds. Os autores separaram 0s componentes da
rede em quatro classes: as ciclinas (CInl/2, CIn3, Clbl/2, CIb5/6), os inibidores (Sicl,

Cdh1, Cdc20, Cdcl4), os fatores de transcricdo (SBF, MBF, Mcm1, Swi5) e o checkpoint
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do tamanho celular. Os componentes do modelo podem assumir os valores 0 (auséncia) e 1
(presenca). Os n6s que nao possuem um regulador negativo receberam um efeito de auto-

degradacdo, isto &, eles autorregulam-se  negativamente  (Figura  4).

ell Size

LSl Swid

Figura 4: Modelo desenvolvido por Li et al. (2004). Setas em vermelho representam inibicdo e em verde
ativacdo. As setas em amarelo representam a auto-degradacdo, portanto, também representam inibicdo (LI et
al., 2004).

Os autores identificaram todos os atratores do sistema partindo de todos os estados
iniciais possiveis (2.048). Foi descoberto que, eventualmente, todos os estados iniciais
convergiam para um dos sete atratores do sistema, sendo todos entdo pontos fixos (estados
estacionarios). A partir desta analise, identificaram que cerca de 86% de todos os estados
iniciais convergem para um Unico atrator, o qual representava a fase G1 do ciclo celular. A
explicacdo dada pelos autores foi que a fase G1 é aquela que garante maior estabilidade
para a celula por ficar "estacionada” nesta etapa esperando pela proxima etapa da diviséo
celular. A fim de testar se ha um “caminho” bioldgico no qual o sistema segue, nesse caso 0
“caminho” ¢é passar por todas as fases e retornar a primeira (passar por G1, S, G2, M e
voltar a G1), iniciou-se 0 modelo a partir do ponto fixo referente a G1 acrescido de um

estimulo do checkpoint do tamanho celular. Com isso, foi possivel observar que o sistema
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passa por todas as fases e retorna ao G1. Além disso, foram testadas perturbagdes no
sistema alterando ou deletando as ligacBes entre 0s nos, permitindo constatar que apenas
uma pequena fragdo das perturbacGes € capaz de eliminar totalmente o ponto fixo (fase G1)
(LI et al., 2004).

Os autores concluiram que o ciclo celular em S. cerevisiae é robusto, pois grande
parte dos estados iniciais foi capaz de permanecer no ponto fixo em G1 e houve resisténcia
as perturbacdes no sistema. Além disso, concluiram que o sistema é capaz de percorrer o

caminho biologico do ciclo celular (LI et al., 2004).

Modelo légico de Fauré

Neste trabalho (FAURE et al., 2009) os autores criaram um modelo 16gico de multi-
valores do ciclo celular em S. cerevisiae contendo um total de 32 nés (Figura 5). Este
modelo possui a presenca de “ndés fenomenoldgicos”, os quais os autores clamam
representar a massa da célula, a citocinese, a formacdo do broto, a ativacdo da origem de
replicacéo e a formacdo do fuso. Os valores de todos os componentes do sistema podem
variar numa escala crescente (auséncia do componente até altos niveis) atribuidos nos
valores 0, 1, 2 ou 3. Além disso, foi incorporado na modelagem as vias FEAR e MEN,

acrescentando mais complexidade ao sistema.

35



[ =2
3 7
e 6 e —
i sl I
e oL ] .
&
Ll S,
| [
G G
Mad2 :_J

Figura 5: Modelo desenvolvido por Fauré et al. (2009). Arestas verdes significam interacGes de ativacdo e as
vermelhas interacBes de inibicdo. As arestas pretas significam interacdes desconhecidas, podendo entdo ser
ativagdo ou inibi¢cdo de acordo com a equagdo Booleana do n6 regulado.

Para a resolucdo do modelo, Fauré et al. (2009) escolheram a abordagem Priority
classes. Os autores criaram quatro classes de prioridades: 1% prioridade, classe contendo
todos os componentes que regulam positivamente o né “CYTOKINESIS”; 2? prioridade,
classe contendo todos os nds ndo abordados nas classes de 1%, 3% e 4% prioridade; 3°
prioridade, classe contendo todos os nds que regulam negativamente 0 “CYTOKINESIS”;
4° prioridade, classe contendo os componentes que controlam positivamente o nd “MASS”.
Dessa forma, indica-se a0 modelo que ele deve atualizar o sistema favorecendo a
citocinese, seguido do favorecimento da a inibicdo da citocinese e do estimulo para a

massa, resultando no inicio de um novo ciclo. Os nés restantes como segunda classe de
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prioridade permitem que o sistema faca essa progressdo entre os nds fenomenoldgicos
(FAURE et al., 2009).

Similar ao trabalho de Li et al. (2004), a resolucdo do modelo indicou que a
abordagem logica da rede regulatoria do ciclo celular é suficiente para explicar a maioria
das suas propriedades dindmicas, além de evidenciar sua robustez (FAURE et al., 2009).
Similar & maioria dos modelos l6gicos do ciclo celular ja desenvolvidos, 0 modelo de Fauré
et al. (2009) € explanatorio, isto €, foi desenvolvido apenas com o intuito de explorar a
dindmica do ciclo celular sem nenhum uso preditivo de novos fenétipos ou de novos
componentes na rede.

Interessantemente, este modelo (FAURE et al., 2009) foi um dos primeiros a utilizar
a analise de comportamento de mutantes como método de validacdo. Nesta analise, dados
disponiveis na literatura sobre fenétipos e comportamentos de leveduras contendo mutagdes
foram comparados com as mesmas mutacdes aplicadas no modelo, a fim de verificar se ele
consegue reproduzir corretamente o fendtipo ou o0 comportamento observado
experimentalmente. Embora o autor tenha realizado mais de 120 testes de mutagdes com
dados experimentais, ndo ha informacao quais testes foram corretamente reproduzidos pelo

modelo.

Modelo Booleano de Irons

A proposta deste modelo (IRONS, 2009) era melhorar o modelo de Li et al. (2004)
adicionando as vias MEN e FEAR, contribuindo para um aumento de complexidade na fase
final no ciclo celular. Outro ponto importante deste trabalho foi a utilizacdo de delays na
atualizacdo de alguns nos especificos para simular velocidade de degradacéo e ativacéo,
pois, normalmente, isto ocorre em apenas uma transi¢cdo de estados no modelo Booleano.
Com esses delays, foi possivel especificar quantos estados a mais um determinado no

precisa esperar para que seja ativado ou degradado. Tomando como exemplo a Figura 2,
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para a ativagdo do nd “D” tem-se apenas um estado depois que suas condi¢Oes de ativagao
(presenca de “B” e “C”) foram alcangadas. Caso fosse adicionado um delay de 3 estados, a
ativagdo de “D” s6 ocorreria depois de quatro estados, ou seja, mesmo se as exigéncias da
equacdo Booleana fossem cumpridas, o sistema espera o delay para atualizar o n6. O autor
cria o delay adicionando nés falsos que ndo representam elementos do ciclo celular: eles
estdo na rede apenas para aumentar o nimero de estados até a ocorréncia de um

determinado evento (Figura 6) (IRONS, 2009).
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Figura 6: Modelo de Irons (2009). Em A, B, C e D estéo representados, respectivamente, a transicdo de G1
para S, a entrada na fase M, a transicdo do comego de M até a execugdo da anafase, e a saida da mitose
(IRONS, 2009).

Para validar o modelo demonstrando que ele é capaz de simular corretamente o ciclo
celular, 15 fendtipos presentes na literatura foram testados. Estes fendtipos sdo os efeitos
das mutacdes em genes do ciclo celular (por exemplo, delegdo que acarreta na completa
auséncia da proteina, ou superexpressdo, a qual acarreta no aumento dos niveis de
determinada proteina). Como exemplo, sabe-se que a delecdo de Swi4 e Swi6 causou um

arrest em G1, enquanto que a delecdo de Espl causou um arrest em M. Portanto, para o
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modelo ser valido, ele deve ser capaz de representar 0 comportamento correto do maior
numero possivel de mutacdes presentes na literatura. O modelo de Irons (2009) foi capaz de
representar o comportamento dos 15 fendtipos testados (IRONS, 2009), porém, ¢ um
nmero muito baixo quando comparado a quantidade de mutacGes reportadas na literatura.

O modelo de Irons (2009) também comprovou que o ciclo celular € robusto. Além
disso, constatou que o método de atualizacdo Synchronous é suficiente para a resolucéo do
sistema, algo também constatado por Fauré et al. (2009).

Como hé poucos nds presentes no modelo, foi possivel realizar o estudo das sub-
redes do sistema. Constatou-se que o sistema pode ser dividido em sete sub-redes, sendo
possivel criar também uma rede de apenas quatro nds capaz de reproduzir o ciclo celular
inteiro (IRONS, 2009). No entanto, ndo foram discutidos os papéis dessas sub-redes e nem
o significado delas existirem.

A introducdo dos delays foi uma saida para mimetizar o comportamento de um
sistema dinamico, algo que é muito complexo de ser feito com apenas regras booleanas. No
entanto, a melhor opcdo para contornar esse problema seria a utilizagdo de ODEs (NOBLE,

2003).

Modelo estocastico de Todd e Helikar

Os estados irredutiveis sdo conjuntos ergddicos (conjuntos irredutiveis de um sistema
dindmico) que compdem o grafo de transicBes de estados de um sistema dindmico ergaédico.
Tomando como base a estrutura do ciclo celular desenvolvida por Irons (2009), o modelo
de TODD e HELIKAR (2012) parte da ideia de que conjuntos de estados irredutiveis de
uma cadeia de Markov em uma rede Booleana probabilistica representam fendtipos
celulares. Isso porque um sistema dindmico ergodico é caracterizado por ter o
comportamento imutavel ao longo do tempo, além disso, independente do input inicial, o

sistema deve sempre convergir para um atrator especifico (Figura 7) (TODD; HELIKAR,
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2012). Este foi o primeiro trabalho a dar uma atengdo maior nas fases individuais do ciclo

celular, uma vez que a maioria dos modelos centrava as analises no modelo como um todo.

Css
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Figura 7: Estrutura do modelo do ciclo celular desenvolvido por Todd e Helikar (2012).

O modelo de TODD ¢ HELIKAR (2012) consiste em 4 checkpoints, o do sinal da
massa celular, o START, o da formacédo do broto e o da formacdo do fuso. A fase G1 do
modelo ocorre quando todos os checkpoints estdo em 0, 0 G1/S ocorre quando “Start”=1, o
G2/M quando o “BuddingCP”=1 e M/G1 quando “SpindleCP”=1. Todos os checkpoints
foram divididos em 4 conjuntos ergodicos, sendo que apenas 0 né CSS é ativo durante todo
0 tempo e presente em todos os conjuntos. CSS é o Unico a possuir uma probabilidade de
ativacdo governada por uma fungéo g, a qual o sinal de CIn3 é maxima quando g = 1. Os
conjuntos ergodicos representam o comportamento real do crescimento celular, que €
aumentar seu volume durante a grande parte do ciclo seguido de um decréscimo no final do

ciclo (TODD; HELIKAR, 2012).
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Assim como o0s outros modelos publicados, Todd e Helikar (2012) demonstraram
mais uma vez a robustez do ciclo celular. Os autores reportam que dividir o ciclo celular
em conjuntos ergddicos pode modelar fendtipos celulares, pois os perfis de ativacdo das
proteinas do modelo (fases nas quais hd aumento ou diminuigdo nas suas ativacdes) sdo
similares aos resultados presentes na literatura. A adicdo de probabilidade ao tamanho
celular permitiu que o modelo levemente evitasse a escala discreta dos modelos Booleanos.
Nesse caso, o sistema é afetado por incertezas e aleatoriedade, que sdo varidveis continuas.
Dessa forma, proporciona-se um pouco mais de liberdade ao sistema (TODD; HELIKAR,
2012).

Porém, este estudo permitiu apenas entender o ciclo celular e criar um modelo capaz
de representa-lo. Ndo foram realizados muitos testes de validacdo do modelo tampouco

predicOes de fendtipos ou qualquer outro uso pratico.

Modelo estocastico de Alcasabas

Tomando como base a estrutura e as equacgdes ldgicas desenvolvidas por Fauré et al.
(2009), Alcasabas et al. (2013) adicionaram mais outros 8 nds no sistema e utilizaram a
probabilidade para simular diferentes dosagens génicas. Para simular uma dosagem de
50%, referente a uma delecdo heterozigdtica, a ativacdo do ndé ocorre com uma
probabilidade de 50% e, da mesma forma, para simular dosagens de 0%, 25% e 75%, a
probabilidade dos no6s voltarem a 0 é de 100%, 75% e 25%, respectivamente.
Diferentemente dos outros modelos estocasticos, este modelo ndo utilizou cadeias de
Markov, tornando-o mais simples. O modelo também foi construido para modelar a taxa de
crescimento e, para isso, mais de 10.000 simulac6es foram realizadas para cada mutante ou
wild-type, sendo computada a quantidade de ciclos completos. Além disso, este foi o
primeiro trabalho a construir leveduras mutantes para testar os resultados obtidos da

modelagem (ALCASABAS et al., 2013) (Figura 8).
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Figura 8: Estrutura do modelo criado por Alcasabas et al. (2013).

Os autores inferiram que os genes SWE1, CLB1, CLB2 e HSL1 exerciam um
controle de fluxo de alto nivel, ou seja, exerciam grande influéncia na taxa de crescimento
uma vez que sua delecdo causava grande impacto na contagem final do nimero de ciclos.
Dos 8 mutantes gerados experimentalmente em uma célula tetraploide (delecdo
independente dos genes HOG1, MIH1, SLT2, CLB1, CLB2, HSL1, SWE1 e CDC28), o
modelo conseguiu prever corretamente 5 fendtipos que, neste caso, eram referentes a
variacao da taxa de crescimento para cada numero de copias presentes de determinado gene
(ALCASABAS et al., 2013).

Com estes resultados, Alcasabas et al. (2013) acrescentaram complexidade ao modelo
ja desenvolvido por Fauré et al. (2009) e adicionaram médulos de checkpoint do fuso e do
dano ao DNA, os quais podem ser incorporados nas simulagbes quando necessario.
Ademais, os autores exploraram as predic6es erréneas do modelo para tentar inferir funcoes
especificas de tetrapldides e explicar mecanismos pouco conhecidos. A partir dos

resultados obtidos, os autores concluem que os modelos lo6gicos do ciclo celular tém a
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capacidade de realizar novas predicbes e podem ser utilizados para explicar fendmenos

pouco conhecidos.

Modelo discreto de Rubinstein

De todos os modelos ja apresentados, 0 modelo de Rubinstein et al. (2013) é o que
possui 0 maior nimero de nos, totalizando 67. No entanto, isto ndo significa que houve
uma cobertura maior do ciclo celular, pois, neste modelo, um mesmo componente pode
possuir mais de um né relacionado a ele. Como exemplo, a proteina CIn3p possui um no
para seu gene (CLN3), outro para a proteina (CIn3p) e outro para a proteina ligada a
quinase Cdc28 (CIn3/Cdk). Esse detalhe é a inovacdo deste modelo, em virtude de nenhum
outro ter ainda estruturado o ciclo celular desta maneira.

O modelo de Rubinstein et al. (2013) também difere na maneira como atualiza os nos,
0 qual pode assumir um valor discreto de 0 a 9. O método de atualizacdo funciona da
seguinte maneira: 1- cada no sofre um efeito de seu(s) vizinho(s) e, tal como todos modelos
I6gicos, contem interacdes de inibicdo ou ativacdo; 2- a soma destes efeitos € calculada; 3-
caso essa soma seja maior que um limite (threshold), o estado do n6 regulado ird aumentar
na etapa seguinte e diminuird caso seja menor que o threshold. Além disso, os efeitos dos
nés vizinhos podem ter intensidades diferentes, por exemplo, um nd ativador pode

intensificar o efeito da ativagdo além de "1" (RUBINSTEIN et al., 2013) (Figura 9).
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Figura 9: Modelo desenvolvido por Rubinstein et al. (2013). “A” é a parte do modelo referente a G1 e G1/S;
“B” representa a fase S; “C” representa as fases entre G2 a anafase.

N&o foram realizados muitos testes para a validacdo do modelo de Rubinstein et al.
(2013). Os autores constatam que a ativacdo periddica e sequencial de 60 nés do modelo é
suficiente para demonstrar o comportamento da rede do ciclo celular. Trés mutagdes in
silico foram testadas (knockout dos genes CDC6, CLB2 e CDC20) e os resultados
apresentaram o mesmo comportamento dos dados experimentais publicados. O modelo foi
utilizado para examinar trés hipoteses quanto a regulacdo do gene HCM1, possibilitando
prever que o complexo CInl/Cdk era responsavel por mediar sua regulacdo ao invés de
CIn3/Cdk ou Clb5/Cdk.

O modelo também foi utilizado para estudar os efeitos do feroménio, o qual serviu
para reforcar o que ja esta presente na literatura, indicando um arrest em G1 (JEOUNG;
OEHLEN; CROSS, 1998). Além disso, simulacfes feitas quanto a deplecdo de nitrogénio
serviram para prever alvos deste sinal, indicando que a disponibilidade da CIn3p e da CInlp

foram afetadas pela deplecéo, algo que ainda ndo era claro na literatura. O modelo indicou
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também que, possivelmente, a Siclp ndo é um alvo essencial da deple¢do, como era
previamente reportado. Portanto, os autores afirmam que o modelo é capaz de realizar
predicOes e testar hipdteses de maneira simples e intuitiva, abrindo portas para predicdes

testaveis experimentalmente (RUBINSTEIN et al., 2013).

1.5. LncRNAs e suas funcoes
Com os recentes avangos em tecnologias de sequenciamento em high-throughput,

novas informacdes foram reveladas a respeito do genoma de eucariotos. Atualmente sabe-
se que cerca de 75% do genoma das leveduras S. cerevisiae e Schizosaccharomyces pombe
é transcrito. No entanto, uma grande quantidade destes transcritos nao é capaz de codificar
uma proteina, sendo entdo chamados de RNAs ndo-codificantes. Aqueles que possuem 200
nucleotideos ou mais sdo chamados de RNAs longos ndo-codificantes (IncCRNAS)
(YAMASHITA; SHICHINO; YAMAMOTO, 2016). De acordo com a versao mais recente
do GENCODE (versao 31), 0 genoma humano contém 48.227 transcritos de INCRNAs, ja 0
genoma de camundongos transcreve 19.112 IncRNAs.

Os IncRNAs sdao comumente classificados em quatro categorias baseados em sua
localizacdo no genoma. No entanto, a classificacdo é apenas uma forma conveniente de
organiza-los, uma vez que nao reflete funcdo ou origem evolutiva. Segundo KUNG et al.
(2013), as categorias sdo:

1. Stand-alone IncRNAs: engloba INcRNAs que estdo presentes em regides que nao
sobrepdem genes codificadores de proteinas, comumente referidos como
“lincRNAs” (large intergenic long non-coding RNA). A maioria deles séo
transcritos pela RNA polimerase |1, sdo poliadenilados e sofrem splicing, possuindo
um tamanho médio de 1 kb;

2. Natural antisense transcripts: perfaz IncRNA em que a transcri¢do ocorre de forma

mais abundante na fita antisense, oposta a fita sense de unidades de transcri¢do
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anotadas. Eles tendem a estar presentes proximos dos finais do promotor 5’ ¢ do
terminador 3’ de transcritos Sense;

3. Pseudogenes: os quais sdo formados a partir de genes que perderam sua capacidade
de codificar proteinas devido a mutagdes.

4. Long intronic ncRNAs: enquadram IncRNAs que estdo codificados dentro dos
introns de genes anotados. Muitos deles apresentam padrGes de expressédo
diferencial e sdo capazes de responder a estimulos. No entanto, ha poucos estudos

detalhados quanto a este tipo de INcCRNA.

Quanto as suas fungdes, os INCRNAs participam no desenvolvimento e metabolismo
celular por meio de mecanismos como: imprinting genético, rearranjo do genoma,
modificacdo da cromatina, regulacdo do ciclo celular, traducdo, splicing, transcrigdo
(regulacdo transcricional e pos-transcriocional) e degradacdo de mRNA (MERCER;
DINGER; MATTICK, 2009; ZHU et al., 2013).

Os IncRNAs exercem diversas func@es interagindo também com proteinas ou RNAs.
Parte deles interage com proteinas proximas ao seu sitio de transcricdo regulando a
expressdo de genes em cis; podem servir de scaffolds, ligando-se a fatores de transcri¢do
impedindo que se liguem ao DNA; podem também interagir com complexos modificadores
de cromatina conduzindo-os aos seus alvos; podem ligar-se a miRNAs servindo de
scaffolds ou melhorando a atividade de enhancers; servem também como base para a
formacdo de novos complexos de macromoléculas (FERRE; COLANTONI; HELMER-
CITTERICH, 2016).

Existem IncRNAs de S. cerevisiae relacionados a regulacdo da diferenciacdo sexual
por meio do silenciamento do gene IME1, mediado pelo IncRNA (IRT1), e pela supressédo
de IME4, mediada pela transcricdo antisense de outro INCRNA (RME2) (YAMASHITA,;

SHICHINO; YAMAMOTO, 2016). Além disso, foram descobertos IncRNAs envolvidos
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em mecanismos de resposta a estresse também em leveduras. Como exemplo, Nadal-
Ribelles et al. (2014) descobriram que a Hoglp, uma quinase ativada por estresse (SAPK) e
essencial para controlar o estresse osmotico através da reprogramacéo de expressao génica,
é capaz de se associar e induzir um conjunto de INCRNAs em resposta ao estresse osmotico.
Um destes IncRNAs (“CDC28 IncRNA”) é expresso na orientagdo antisense do gene de
uma proteina quinase CDC28, quinase-chave no ciclo celular. A inducdo da expressao
desse IncRNA aumenta os niveis de Cdc28p permitindo que a célula inicie o ciclo celular
mais rapidamente ap6s o estresse (NADAL-RIBELLES et al., 2012; SOLE et al., 2015).
Como pode ser observado, 0s IncRNAs participam de processos celulares
importantes, quase sempre exercendo uma fung&o regulatoria. As interagdes entre INCRNAs
e proteinas ainda estdo sendo exploradas, contendo poucos estudos na literatura sobre o

assunto.

2. Justificativa e objetivos
A partir dos modelos reportados, pode-se observar que as capacidades preditivas

desses modelos foram pouco exploradas. Com excecdo do trabalho de Fauré et al. (2009),
pouco esforco foi feito também para validar os modelos utilizando dados experimentais.
Embora Rubinstein et al. (2013) tenham criado um modelo relativamente grande, ndo ha
relatos na literatura de um modelo completo do ciclo celular de S. cerevisiae. Como
mencionado anteriormente, Marques (2019) encontrou quatro IncRNAs na via do ciclo
celular em linhagens de S. cerevisiae. Portanto, é preciso entender como eles agem no
sistema a fim de servirem como subsidios para compreender a toleréncia ao etanol em S.
cerevisiae.

Ademais, duas perguntas precisam ser respondidas: 1- o que causa a diferenca de
crescimento entre HTs e LTs observados por Almeida (2017)?; 2- os IncRNAs possuem

algum papel neste sistema? Para respondé-las é necessario ter uma visdo sistémica da via
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em virtude de varios genes sofrerem com o efeito do etanol. Além disso, criar hipoteses

acerca das funcdes de IncRNAs, que sdo elementos pouco conhecidos, ainda é algo

extremamente dificil se forem analisados isoladamente. Logo, a modelagem desta via tem

como objetivo permitir uma visdo sistémica de forma mais compreensivel, algo que seria

muito dificil de ser feito laboratorialmente.
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2.1. Objetivos gerais

Criar um modelo que simule o comportamento ciclico do ciclo celular.
Validar o modelo utilizando dados experimentais reportados na literatura;
Avaliar o impacto dos IncRNAs e das expressdes dos genes em células sob estresse

por etanol sobre o ciclo celular.

2.2. Objetivos especificos

Elaborar um modelo l6gico de multi-valores do ciclo celular de S. cerevisiae
contemplando o maior nimero possivel de nds presentes na estrutura do KEGG
(Figura 1);

Testar dados experimentais de transcriptoma utilizando informacGes de expressao
diferencial para explicar o comportamento de linhagens de leveduras altamente e
pouco tolerantes ao etanol,

Simular a funcdo dos IncRNAs supostamente relacionados ao ciclo celular
encontrados nas linhagens SEY6210 e BY4742. Nesse caso, testaram-se diferentes

hipoteses para inferir uma possivel funcdo para esses RNAs.



3. Métodos

3.1. DefinigOes
Para organizar visualmente os componentes do modelo desenvolvido na dissertacéo

(Figura 10), os componentes foram agrupados da seguinte forma:

1- os circulos pretos representam os fendmenos celulares (nés fenomenoldgicos)
abrangendo a formacdo do broto, duplicacdo do DNA, formacdo do fuso, citocinese e
aumento de massa;

2- retangulos vermelhos séo fatores de transcrigdo, sendo que o n6 “SBF” ¢ um
complexo (Swi4p e Swi6p) tal como o “MBF” (complexo entre Mpblp e Swi6p);

3- as elipses azuis representam elementos promotores (“ECB”, “MCB” ¢ “SCB”), a
origem de replicacdo (“ARS”) e a expressdo de proteinas na fase S e G2 (“S_proteins” e
“G2_proteins”, respectivamente);

4- os retangulos roxos representam complexos protéicos entre duas proteinas, ex.
“Dbf4 _Cdc7”, o qual indica uma unido de Dbf4p e Cdc7p, e também as ciclinas, as quais
formam um complexo com Cdc28p;

5- os circulos verdes representam complexos protéicos com mais de uma proteina, tal
como “Cohesin” (unido entre Smclp, Smc3p, Mcd1p e Irrlp);

6- retangulos amarelos representam proteinas de checkpoint;

7- circulos vermelhos sdo complexos protéicos de mais de uma proteina, porém
formados pela acdo de outros nos da rede;

8- retangulos brancos sdo proteinas que ndo se enquadram nas outras classificacoes;

9- elipses verdes representam os checkpoints do ciclo, os quais ndo sofrem regulacédo

por serem tratados como inputs.
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Figura 10: Modelo do ciclo celular desenvolvido nesta dissertacdo. Arestas verdes indicam interacfes de
ativacdo, vermelhas, inibigcdo; as arestas azuis sdo relagdes duais, indicam que ha ativacdo, mas também

inibicdo; as arestas pretas indicam que as interacBes ali sdo desconhecidas. Os nés estdo organizados de
acordo com o descrito na se¢do acima (3.1. Definigdes).

3.2. Desenvolvimento do modelo l6gico
Quanto a estrutura do ciclo celular, foi utilizado como base 0 modelo do KEGG

(Figura 1) com o objetivo de contemplar o maximo de nds possiveis. No entanto, a
estrutura do KEGG possui algumas limitacdes: 1- ndo deixa claro quem sdo 0s responsaveis
pelos fenémenos tal como a formacao do broto, a replicacdo do DNA e a formagéo do fuso;
2- ndo estdo presentes algumas interagdes entre proteinas ja descritas na literatura; 3- ndo

h& conexdes entre proteinas da fase G1/S e G2/M, o que dificulta a modelagem do sistema
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como um todo. Portanto, todas as proteinas e suas ligacdes presentes no KEGG foram
incorporadas a estrutura do modelo légico, que posteriormente foi acrescida de detalhes
com dados reportados na literatura.

Embora todo o funcionamento do ciclo celular tenha sido descrito nos tdpicos
anteriores, é necessario justificar como foi construida a estrutura do modelo a fim de
representar o comportamento do ciclo celular. Essa justificativa é feita conectando as
informagdes presentes na introdugdo com a estrutura do modelo desenvolvido. Portanto,
algumas informacdes serdo redundantes, mas necessarias para compreender o porqué de um

né se conectar a outro da maneira ocorre no modelo.

START e transicdo G1/S

A massa possui uma grande influéncia no START, sendo responsavel pela ativacao de
pelo menos uma Cln. Aqui, estabeleceu-se que quando a massa atingir seu valor maximo,
ativard a transcricdo dos genes responsaveis pelo G1/S (nesse caso a Mcmlp, tal como
reportado por CHANG et al. 2017), culminando na ativagdo do n6 “ECB”. “ECB” levara a
ativagdo dos ndés “CIn3” e “Clnl_2”, os quais induzirdo a expressdo dos fatores de
transcricdo do SBF e MBF. Nesse momento, “CIn3” deve reprimir “Whi5” para que o
“SBF” seja ativado. “SBF” e “MBF” ativarao “SCB” e “MCB”, responsaveis pela
transcricdo de genes presentes na fase S. “ECB” também ativa varios nos responsaveis pela
fase S (“Dbf4 _Cdc7”, “MCM”, “Cdc45”, “Tah11”, “Cdc6” e “ORC”) os quais ativarao o
né “ARS” intermediado pelo “pre RC”. A escolha de ativagdo destes nds por “ECB” deve-
se ao fato deste estar presente na transicdo G1/S, como reporta o Cyclebase (SANTOS;
WERNERSSON; JENSEN, 2015). Posteriormente, “ClbS 6” e ARS ativam o no

“DNA_Replication”. Na auséncia de “Clnl_2”, “Clb5_6” pode ativar o n6 “BUD”.
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(G2, entrada na mitose e citocinese

Com a ativagdo do né “DNA_Replication” representando que a duplicacdo do DNA
ja ocorreu, o sistema segue para a finalizacdo da formacdo do fuso e entrar na fase M. Isso
comeca pela ativagdo do n6 “S_proteins” por “MCB” e “SCB”, culminando na ativagdo dos
complexos ubiquitina ligase (SCF), “Cak1” e “Mih1” (GOH; SURANA, 1999). A ativagdo
do nd6 “G2 proteins” pelo nd “DNA_Replication”, indica a transcricdo de genes e a
traducdo de proteinas do G2. Apos a replicacdo do DNA, a unido das cromatides irmés é
representada pelo nd “Cohesin”. Os elementos que compdem a coesina sdo expressos em
G1 (de acordo com Cyclebase), mas no modelo aqui apresentado, 0 nd “Cohesin” sofre
ativagdo de “DNA_Replication” pois sua acdo inicia apos esse fendmeno. Por fim,
“Cohesin” ativa o n6 “Spindle” para indicar o comeco da formagao do fuso.

A ativagdo de “G2 proteins” regula positivamente as proteinas das vias MEN
(“Tem1”, “Cdcl15” e “Dbf2_Mobl1”), FEAR (“Pds1”, “Espl”, “Slk19”, “PP2A” ¢ “Netl”),
“Cdc5” e o complexo “APCC_Cdc20”; essas proteinas sdo expressas em G2/M de acordo
com Cyclebase. As vias FEAR e MEN ativam “Cdc14” através da inibi¢do do n6 “Netl” e
ativacdo do n6 “Dbf2 Mobl1”. “Cdc14” ativa o fator de transcrigdo “Swi5”, “Sicl” e
“APCC_Cdh1”. J4 0 “Sicl” e “APCC_Cdh1” inativam 0 “Clbl_2”.

A entrada na mitose exige a chegada ao valor “1” do n6 “MITOSIS EXIT”, o qual é
atingido quando todos os outros nés fenomenolégicos (exceto o da massa, o qual ndo regula
este n0) e “Clbl 2” estdo ativos. A inativagdo do nd “Clbl 2” permite que 0 no
“MITOSIS_EXIT” atinja o valor “2”, indicando citocinese e, nesse ponto, todos 0s outros
nos fenomenoldgicos chegam a 0. Um novo ciclo se inicia quando o n6 “MASS” iguala a

L‘O”
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Checkpoints

Diferentes dos outros nos, os checkpoints foram adicionados como inputs, isto é, eles
funcionam com valores fixos sendo 0, 1 ou 2; “0” indica auséncia do checkpoint, “1”
presenca em niveis normais e “2” é presenca em niveis elevados. Como o0s checkpoints sdo
compostos por pelo menos trés nos, seria necessario modificar a expressdo de cada um
individualmente caso o checkpoint ndo fosse tratado como input. Da forma aqui
apresentada (inputs), € necessaria apenas a modificacdo de um deles para garantir o efeito
desejado. Isso permite uma maior liberdade ao modelo simplificando a simulagdo de
eventos como danos ao fuso ou ao DNA.

O checkpoint do fuso esta dividido em duas partes, uma referente ao sinal dado por
cinetdcoros soltos e outra pelos fusos desalinhados. A primeira parte ocorre pela ativacdo
de uma série de proteinas que culminam na ativacdo do complexo “MCC”, inibindo
“APCC_Cdc20”. A segunda parte ocorre pela ativacao de “Bfal Bub2”, afetando o no
“Teml1”. O checkpoint do dano ao DNA exige a ativacdo dos nos “Rad53”, “Mecl” e
“Chk1”. Os nos referentes ao checkpoint do mating possuem o valor maximo de “1” e a sua
funcao (inibigcdo das Clns) depende da ativacao de “Fus3” e “Farl”.

Para causar um arrest na célula, os checkpoints devem estar superexpressos. Em
condi¢cdes normais (com o0s checkpoints inativos ou pouco ativos), 0 modelo progride
normalmente. A progressdo na presenca de baixa atividade (valor “1”) dos checkpoints de
dano indicam que a célula foi capaz de reparar 0 dano que sofreu. Esse reparo é indicado
por um feedback negativo do n6 “Spindle” (interagindo com “Bfal Bub2” e “MCC”)
(Figura 10), o qual foi representado desta maneira devido a sinalizagdo de reparo
ultrapassar os limites do ciclo celular.

A estrutura, as equacgdes Booleanas e a resolugdo do modelo foram desenvolvidas

utilizando o software GINsim (versdo 3.0.0b) (DE JONG, 2002).
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Equacoes Booleanas

Ap6s a montagem da estrutura, foram construidas as expressfes ldgicas que
modelardo cada elemento da rede. As expressdes foram escritas levando em consideragéo o
tipo de interagdo. A ldgica foi desenvolvida da seguinte maneira:

1. Em interagBes de ativacdo o nd ativador aumenta o valor do n6 regulado com base
no seu valor atual. Como exemplo, na ativagdo de “Clb5_6” via “MCB”, ambos nés
possuem 0s mesmos valores.

2. Em interagBes de inibicdo por fosforilacdo, o valor do né regulado diminui de
acordo com o no regulador. Por exemplo, na regulagdo de “Swi5” por “Clbl_2”, se
“Swi5” possui valor “2”, porém, em seguida, “Clbl_2” atinge o valor “2”, ocorre a
desfosforilagdo de “Swi5”, retornando seu valor para zero.

3. InteracGes de ativacdo por fosforilacdo sdo inversas as reacdes de desfosforilacdo.
Tomando o exemplo acima, “Cdc14” fosforila “Swi5”, portanto, ele reverte o efeito
de desfosforilagdo de “Swi5” via “Clb1_2".

4. InteracOes de inativacdo por degradacdo funcionam pela diminuicgéo direta do valor
do né regulado, como ja explicado em 2. Como exemplo, caso “Clb5_6” esteja com
valor “2”, ele retornara a zero quando “APCC_Cdc20” atingir “2”.

E importante ressaltar que algumas interagbes possuem detalhes adicionais, por
exemplo, a regulacdo de “Clbl _2” por “Sicl”. Nesse caso, a “Sicl” sozinha nao ¢
suficiente para degradar completamente a “Clbl_2”, necessitando de pelo menos um no
referente ao complexo APC ativo para ocorrer tal inibicdo. Esses detalhes estdo geralmente
presentes em nos regulados por muitos outros noés. O Arquivo Suplementar 1 contém todas
as explicacdes para as expressdes em que isso acontece.

Como aqui trabalhamos com um modelo de multi-valores, cada elemento pode
receber no maximo quatro valores, sendo 0, 1, 2 ou 3, significando respectivamente

auséncia, baixas quantidades, quantidades normais e grandes quantidades de um
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composto/fendmeno. O valor maximo de alguns elementos foi reduzido e outros foram
considerados Booleanos (0 ou 1). Para alguns nds, os valores ndo significam presenga ou
auséncia de uma proteina ou fendmeno bioldgico, mas sim um grau de ativagdo. Por
exemplo, em algumas proteinas, o valor “2” significa estar ativa o suficiente para exercer
sua funcdo ao invés de quantidades normais dessa proteina. Ressalta-se que a escolha do
valor méximo do no foi feita baseada nas informacgdes disponiveis sobre ele, dessa forma,
nos pouco conhecidos foram simplificados assumindo no maximo 3 valores, melhorando o
desenvolvimento do modelo.

O modelo foi construido para representar o comportamento ciclico do ciclo celular,
ou seja, ele precisa ser capaz de iniciar o ciclo, terminar na citocinese e retornar ao inicio
novamente. Em outras palavras, o comportamento de um wild-type em condi¢6es normais
deve ser representado como um atrator ciclico no grafo de transicdo de estados. A ciclagem
do modelo exige a progressao pelos nés fenomenoldgicos (circulos pretos da Figura 10).
Essa progressdo inicia-se a partir da formagdo do broto (“BUD”) e pela duplicagdo do
material genético (“DNA_Replication”); ambos nos podem assumir os valores “0” ou “1”
sendo que “1” indica que estes fendmenos terminaram. Em seguida, o modelo passa pela
formacao do fuso (“Spindle”), o qual pode assumir os valores “0”, “1” ou “2” indicando,
respectivamente, que a formacéo ndo ocorreu, iniciou-se, ou foi finalizada. O n6 “MASS”,
0 qual representa a massa, pode assumir os valores “0”, “1” ou “2” indicando,
respectivamente, um valor de transicdo entre o fim da mitose e inicio de um novo ciclo,
pouca massa, ou massa adequada. Quando o n6 “MITOSIS EXIT” atinge “2” (mitose
completa), significa que houve a citocinese. Com a finalizacdo da mitose, 0s nos
fenomenologicos retornam a “0”, iniciando novamente o ciclo. Esta progressdo entre 0s nos
fenomenoldgicos causa o comportamento ciclico do modelo.

Apos a construcdo das equagdes, 0 modelo foi implementado no software GINSim

utilizando o método Synchronous e tendo como input inicial o né “MASS” como valor “17,
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e 0 restante dos nds receberam valor “0” (explicado no proximo topico). Quanto aos
checkpoints, apenas o “Mating” foi definido como “0” (inativo) enquanto que 0S outros
foram assinados como “1” (ativo, mas incapaz de causar arrest). Em seguida, o grafo de
transicdo de estados foi separado, os nds que formavam o atrator foram selecionados e o
comportamento do ciclo foi analisado. Essa analise foi feita verificando qual é o atrator do
sistema e como ocorreu a transi¢do de estados até alcanga-lo. Dessa forma, foi possivel
compreender se o sistema esta ciclando ou se esta em algum arrest: caso houvesse arrest,
extraiu-se a fase do ciclo em que isso ocorria.

Nessa etapa, foi avaliado se o modelo realiza sua fungdo normal na forma mais
bésica, ou seja, sem nenhuma perturbacdo (simulando uma levedura wild-type). Quando o
modelo falhou em representar o ciclo celular, revisdes foram feitas e mudancas na estrutura
(adicdo ou remocdo de interacOes) ou nas expressdes foram empregadas. A partir do
momento em que 0 modelo cumpriu sua funcdo bésica, revisdes e testes foram realizados
para adicionar detalhes ao sistema, permitindo maior poder de predi¢do do comportamento
do ciclo celular na presenca de perturbacdes e condicdes diferentes. Cada vez que o modelo
falhou na validacdo (falha em acertar o fen6tipo oriundo de alguma perturbacéo especifica),
revisoes adicionais foram feitas para ajustar o0 modelo em todas as suas etapas. Essas etapas

foram realizadas de acordo com Wang et al. (2012) (Figura 11).

Revisao
biblogréfica Analise Resultad
Estrutura 8 esuados
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modelo de estados Predicbes

Estrutura
basica do
KEGG

Figura 11: Fluxograma da criacdo do modelo ldgico, adaptado de Wang et al. (2012).
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3.3. Validacédo do modelo
Em virtude do grande tamanho da rede a ser modelada, 0 método Synchronous de

atualizacdo foi utilizado tanto para os testes de validacdo quanto para os testes usando 0s
dados de transcriptoma (posteriormente descritos). Para avaliar se 0 modelo ndo esta
enviesado, varios inputs aleatorios foram também testados.

Depois de testar varios inputs iniciais, convencionou-se que todos os testes seriam
realizados com o sistema partindo do n6 MASS com valor “1” e o restante dos nds
atribuidos como “0”. Os checkpoints foram tratados como previamente descritos, sendo 0s
mutantes que realmente tinham os checkpoints ativos ao maximo as excec¢des. Esse input
inicial foi escolhido, pois faz parte da maior bacia de atracdo do modelo (discutido com
detalhes no topico Discussdes). A escolha de usar apenas um input na etapa de testes foi
baseada na literatura, onde na maioria dos casos as simulagdes foram feitas partindo de um
anico input inicial.

Para a validacdo, 109 mutacdes testadas experimentalmente foram avaliadas pelo
modelo buscando checar se o resultado das simulacGes corresponde aos obtidos
experimentalmente: 1- nos testes de knockout, o nd relativo ao gene deletado foi eliminado
do modelo por meio da atribuigdo constante do valor “0”; 2- nos testes de superexpressdo, a
interacdo entre no-alvo e seus ativadores era maximizada. Dessa forma, apenas o né-alvo
foi superexpresso enquanto que seus nos-regulados ndo foram afetados (esse método é mais
fidedigno por permitir que o nd sofra inibicdo de outros elementos da rede); 3- nos testes de
sub-expressao, o valor do né-alvo foi limitado a um alcance de 0 ou 1, mesmo que seu
ativador estimule-o ao maximo.

Como o modelo aqui apresentado ndo distingue as sub-partes dos complexos (por
exemplo, “SBF” ¢ uma simplificagdo do complexo Swidp e Swibp), as mutacdes da
literatura que atingiam apenas uma proteina do complexo foram assinadas no modelo como

afetando todo o complexo.
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Testes que envolviam proteinas termossensiveis foram realizados tal como um
knockout, pois sdo proteinas modificadas que, com um aumento de temperatura fora da
faixa permitida, perdem sua viabilidade. As proteinas ndo degradaveis foram simuladas
eliminando a interacdo negativa dos inibidores responsaveis pela degradacdo, ao mesmo
tempo em que permite o no ser inibido por fosforilacdo (Arquivo Suplementar 1).

Para simular os efeitos de elevado dano no fuso e danos ao DNA, o input para esses
nos fenomenoldgicos foram fixados em seu valor méximo. Para simular os efeitos de
mating, os inputs do né "Mating" foram fixados no valor maximo.

Os resultados dos testes das mutacGes foram aplicados em uma matriz de confuséo
para avaliar os pardmetros acurécia, especificidade e sensibilidade. Para uma simulagdo ser
pontuada como verdadeiro positivo, ela deveria representar exatamente o que era observado
na literatura. Por exemplo, se uma determinada mutacéo causar arrest na fase M, o modelo
deve também indicar esse arrest nessa fase. Em alguns casos o modelo corretamente previu
um arrest, mas errou 0 ponto em que isso acontecia. Embora seja um resultado animador
ele ndo foi computado como acerto.

Algumas mutacOes presentes na literatura ndo indicam em qual ponto a levedura
cessou o ciclo celular, apenas reportam que o mutante é inviavel. No entanto, os resultados
das simulages sempre indicam um ponto especifico em que a célula parou o ciclo. Como
exemplo, a simulagdo do mutante Cdc15-A demonstrou um arrest na fase M, enquanto que
na literatura indica apenas se tratar de uma mutacgdo invidvel. Apesar de “Arrest em M” ser
terminologicamente diferente de “Inviavel”, esses casos foram aqui atribuidos como
verdadeiros positivos na matriz de confusao, pois, de fato, 0 modelo acertou a incompletude
do ciclo celular. No modelo quantitativo de Chen et al., (2004), os casos em que isso

ocorria também foram considerados como acerto do modelo.
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3.4. Testes dos dados de transcriptoma
Apds a validacdo do modelo, os dados de transcriptoma de 6 linhagens de leveduras

sob estresse causado por etanol (WOLF, 2019) foram utilizados em simulacGes a fim de
compreender a cinética do ciclo celular frente ao estresse por etanol em dois fenétipos (HT
e LT). Como o objetivo é diferenciar o fendtipo HT e LT quanto ao comportamento do
ciclo celular, os genes diferencialmente expressos do ciclo (comparando controle vs.
tratamento) foram separados. Em seguida, os genes que tinham o mesmo perfil de
expressao (sub-expresso ou superexpresso) nas trés linhagens de cada grupo (HT ou LT) e
aqueles que possuiam o padrdo inverso entre 0s grupos (sub-expresso nas HTs e
superexpresso nas LTs ou o oposto) foram selecionados para serem simulados no modelo.
Os dados de log2 Fold-change foram usados para definir superexpressao ou subexpressao
no modelo, porém, por serem continuos (intervalo de -4 a 4), uma discretizacdo foi
realizada da seguinte maneira: 1- genes com valores <-0.5 foram considerados sub-
expresso; 2- >=-0.5 e <=0.5 foram considerados normais e; 3- >0.5 foram considerados
superexpressos. Esses valores foram escolhidos baseados na distribuicdo dos valores de

fold-change (Figura 12). Os dados utilizados nesta etapa estdo representados na Tabela 6.
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Figura 12: Distribuicdo do fold-change de todos os transcritos das seis linhagens.
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Tabela 6: Dados de expressdo ndo discretizados utilizados no modelo para diferenciar o fen6tipo HT
de LT. As trés primeiras linhagens sdo HTs, as trés Ultimas sdo LTs. Os valores sdo referentes ao Log2 do fold

change quando comparado o grupo tratamento vs controle.

Genesdo BMAG4-1A BY4742 X2180-1A SEY6210 BY4741 S288C
ciclo celular
- - - -1,08 -1,22 -1,05
YLRO79W
0,66 0,52 0,89 - - -
YDR328C
-1,26 -0,87 -0,39 - - -
YDR113C
0,65 1,39 0,44 2,13 1,58 1,73
YFL029C
-0,36 -1,29 -1,08 -1,19 -2,69 -0,83
YBL023C
YKL101W -1,31 -1,22 -0,75 -1,09 -3,12 -0,98
-1,51 -3,18 -2,01 -2,51 -0,74 -2,16
YMR199W
YDLOO3W -0,78 -2,51 -1,93 -2,24 -2,11 -2,02
YDL155W -0,73 -1,38 -0,91 -1,01 -0,38 -2,03
YDR507C -0,95 -1,77 -1,45 -1,68 -1,53 -1,83
YFR028C -0,59 -2,02 -1,42 -2,41 -1,57 -1,69
YGR188C -0,83 -1,40 -0,86 -0,94 -2,34 -0,94
YLR210W -0,97 -2,02 -1,93 -1,47 -3,99 -1,12
YMLO27W -1,59 -2,30 -1,93 -2,87 -0,97 -2,42

Os genes resultantes da filtragem possuem um comportamento em comum de acordo
com o grupo. Por exemplo, 0 gene YDR328C estd superexpresso em todas as HTSs, ja
YLRO79W esta sub-expresso em todas LTs. Os genes que possuiam comportamento
semelhante entre os dois grupos também foram selecionados, tal como o gene YLR210W, o
qual estd sub-expresso nos dois grupos. As simulacdes dos fendtipos LT e HT foram
realizadas modificando todos os nds dos genes presentes na Tabela 6. O GINsim permite
limitar os valores dos ndés em um determinado intervalo. Para simular o fendtipo LT, por
exemplo, 0s genes que estavam superexpressos para as LTs foram limitados para assumir o
valor de “3” sempre que ativos, enquanto que aqueles que estavam subexpressos foram
limitados no intervalo de “0” ou “1”. O mesmo principio foi aplicado para as simulac6es do

fenotipo HT. Dessa forma, foi realizada simulagdes para cada uma das linhagens de acordo
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com os perfis de expressdo da Tabela 6, e os comportamentos diferentes entre as HTs e
entre as LTs foram atribuidos como as caracteristicas do fenétipo.

As simulagdes foram realizadas como previamente descrito. Os grafos de transicdo de
estados foram analisados por meio da observacao dos atratores do sistema, verificando se o
os grafos ciclam ou permanecem em um estado estavel. Para isso, apenas 0s nés do grafo
de transigéo de estados que compunham o atrator foram selecionados e analisados. Definiu-
se que a diferenca entre os atratores é o que define as diferencas entre os grupos HT e LT,
tal como seré discutido mais adiante.

No estudo anterior do grupo de pesquisa, 0os InNcRNAs encontrados foram avaliados
computacionalmente quanto a sua capacidade de interagir fisicamente com proteinas. Os
INcRNAs que interagiam com proteinas do ciclo celular foram modelados como sendo
reguladores dessas proteinas, pois com base na literatura sabe-se que eles podem exercer
essa fungédo. Portanto, os IncRNAs foram simulados como sendo ativadores ou inibidores
das proteinas alvo. Para simul&-los como inibidores, a equacéo de seus alvos foi modificada
para receber um efeito negativo (diminuicdo de valor) sempre que os INCRNAs estiverem
ativos. O efeito ativador dos IncRNAs foi definido como um aumento de valor do alvo
quando os IncRNAs estiverem ativos; a inibi¢cdo ou ativacdo completa dos alvos ocorrem
quando o IncRNA é superexpresso. Devido a auséncia de informacdes sobre a ativacdo
estes INcCRNAs, dois experimentos foram realizados: 1- atribuindo os IncRNAs como
elementos constitutivos, ou seja, presentes durante todo o ciclo; 2- atribuindo os INcCRNAs
como expressos em fases especificas no ciclo celular.

Como os IncRNAs aqui estudados séo de duas linhagens diferentes, para simular a
linhagem SEY 6210, os IncRNAs referentes a outra linhagem foram retirados da equacao,
situacdo semelhante para simular os InCRNAs da BY4742. Portanto, embora eles estejam

presentes na estrutura do modelo (Figura 10), eles ndo séo parte de um mesmo sistema. As
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equacOes para todos os componentes da rede estdo presentes no Arquivo Suplementar 1

(Tabela S1).

3.5. Docking molecular
Dentre os IncRNAs testados, o transcr 9136 da linhagem SEY6210 foi o que

apresentou os resultados mais promissores. Portanto, o docking molecular foi realizado para
adquirir maiores detalhes de como ocorre a interacédo entre ele e suas proteinas alvo (Hsl1p
e Gin4p).

Primeiramente, a estrutura da proteina Hsl1lp (nimero de acesso: P34244) foi extraida
do banco de dados PDB (Protein Data Bank) na forma de um complexo com outras
proteinas. Este complexo publicado por Zhang et al. (2016), continha o complexo APC
junto com Cdc20p e Hsllp. No entanto, a Hs11p presente na estrutura era composta apenas
pela porcdo responsavel pela fungdo da proteina. A porcdo do complexo referente apenas a
proteina Hsl1p foi manualmente separada e a energia da estrutura foi minimizada utilizando
0 GROMACS. Para isso, o arquivo Gromacs foi gerado utilizando o campo de forca
AMBER99SB-ILDN protein. Em seguida, a molécula foi solvatada, os ions foram gerados
e adicionados ao modelo; por fim, a energia da estrutura foi minimizada e estrutura foi
utilizada na etapa de docking. Para a proteina Gin4p (nimero de acesso: Q12263), 0 mesmo
procedimento foi realizado; porém, a estrutura publicada por Moravcevic et al. (2010) ja
continha a porcdo C-terminal da proteina isolada, sendo apenas necessaria a remocdo de
ions sulfato e glicerois presentes na estrutura.

Como ndo ha estruturas secundarias e terciarias disponiveis para os IncRNAs aqui
estudados, duas etapas de predicdo foram aplicadas para prever essas estruturas. Na
primeira etapa, foi realizada a predicdo da estrutura 2D utilizando o web server RNAfold.

Na segunda etapa, a estrutura 2D em formato dot-bracket e a sequéncia de nucleotideos
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foram analisadas usando o web server 3dRNA (WANG et al., 2019) a fim de prever uma
estrutura 3D.

O docking entre os IncRNAs e proteinas-alvo foi realizada no software HDOCK
(YAN et al., 2017), o qual foi projetado para o estudo de interacBes proteina-proteina,
RNA-proteina ou DNA-proteina. Devido ao tamanho do IncRNA, ele foi escolhido para ser
0 receptor de moléculas e as proteinas Hsllp e Gindp como ligantes. Avaliacfes da
viabilidade dos resultados foram realizadas a fim de suportar aos resultados obtidos. Para
isso, a sequéncia de aminodcidos das proteinas foram aplicadas no software DRNApred
(YAN and KURGAN, 2017) para avaliar a probabilidade dos residuos dessas proteinas se

ligarem com fitas de DNA ou RNA.

3.6. Efeitos do dano ao DNA para cada linhagem
De acordo com os resultados prévios de citometria de fluxo utilizando o anticorpo

H2AX para medir dano ao DNA, ha indicios de uma diferenca de comportamento entre as

linhagens (WOLF, 2019). Esses resultados estdo apresentados na Tabela 7.

Tabela 7: Porcentagem de células que acumulam dano ao DNA (WOLF, 2019).

Linhagem Controle Tratamento  Fold-change
(tratamento/controle)
BMAG64-1A 18,03 22,09 1,23
BY4742 7,88 18,15 2,30
X2180-1A 4,14 18,42 4,45
BY4741 12,56 23,72 1,89
S288c 2,88 6,01 2,09
SEY6210 9,93 34,98 3,52

Para entender como essas diferencas afetam o ciclo celular em cada linhagem
individualmente e o porqué de haver uma alta porcentagem de células acumulando dano ao
DNA, os dados de fold-change (up ou down) dos genes responsaveis pelo checkpoint do

dano ao DNA (Tabela 8) foram aplicados no modelo seguindo a mesma logica explanada
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na se¢do 3.4, limitando os valores dos nds para assumirem “0” ou “1” caso o gene da
proteina esteja subexpresso (por exemplo, Rad53p) ou limitando o valor do né para apenas

“3” caso o gene da proteina em questdo esteja superexpresso (por exemplo, Meclp).

Tabela 8: Valores de fold-change para cada gene do checkpoint do dano ao DNA para cada linhagem. Os

espacos vazios indicam que o gene nao esta diferencialmente expresso.

BMA64-1A BY4742 X2180-1A $288C BY4741 SEY6210
MEC1 - 0.61 0.26 - 2.9 -
RAD53 - -0.62 -0.57 -0.75 -1.8 -
CHK1 - 0.81 0.75 0.4 - 0.56
PDS1 -1,26 -0,87 -0,39 - - -

3.7. Efeitos dos IncRNAs no complexo ORC
As linhagens SEY6210 e BY4742 possuem os IncRNA Inc_9136 e Inc_10027,

respectivamente, superexpressos e interagindo com o complexo ORC; o complexo ORC é
essencial para a duplicacao do material genético. Para avaliar como a acao desses INCRNAs
influenciam o ciclo celular, ambos foram adicionados ao modelo. As simulacdes foram
conduzidas aplicando os IncRNAs como inibidores ou ativadores de trés formas: 1-levando
em consideracdo o grupo em que elas pertenciam (HT ou LT), limitando os valores das
proteinas de todo o ciclo; 2-levando em consideracdo apenas o nivel de expressdo dos
elementos que faziam parte ou interagiam com a ORC (nesse caso todos foram atribuidos
como subexpressos); 3-considerando uma célula wild-type. A simulacdo foi realizada e 0s

resultados foram obtidos da mesma forma como descrito na secéo 3.4.

4. Resultados e Discussoes

4.1. Validagdo do modelo
A situacdo esperada para a modelagem do ciclo celular é que a simulagdo de uma

condi¢do normal retorne um ciclo de estados no qual o sistema parte de um input inicial,

passa por todas as fases culminando na citocinese e depois inicie novamente o ciclo. A
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Figura 13 representa o resultado obtido para a simulacdo da levedura wild-type (WT) em
condic¢des normais, ou seja, sem nenhuma mutacdo e nem elementos que causem a ativacéo
de um checkpoint. O estado inicial do atrator ciclico esta indicado como “1” e o estado final
como “23”, retornando ao estado “1” novamente. Na simulagdo WT, é possivel observar
que o sistema atinge uma estabilidade apds o input inicial, sendo capaz entdo de progredir
até completar a citocinese e iniciar o ciclo novamente. Esse fendmeno é indicado pela
massa, a qual atingiu o valor de “2” no estado “21”, decresceu para “1” no estado “22” e
retornou a “0” no estado “23”, reiniciando o ciclo novamente no estado “1”; 1SS0 gerou um
atrator ciclico. Embora, naturalmente, as células passem a maior parte do tempo em G2, a
simulagdo WT apresentou um maior nimero de estados em M devido ao fato dos modelos
I6gicos ndo serem capazes de trabalhar com a unidade tempo (ndo simulam nem as reacGes

e nem a quantidade de tempo que cada dura) (LE NOVERE, 2015).
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Figura 13: Simulacdo no modelo de uma levedura wild-type (WT) sem nenhuma perturbagdo ou checkpoint
ativo. O grafico reporta as transicdes de estados para cada elemento da rede, contando apenas 0s estados que
compunham o atrator, sendo o eixo “x” os estados e “y” os componentes do modelo. A coloracdo reflete o
valor de cada componente em cada estado. A figura da direita representa as fases do ciclo celular e, neste
caso, indica que o ciclo esta ocorrendo normalmente. A coloracéo dos estados indica em qual ponto do ciclo
celular eles estéo ocorrendo.
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Quando se trata de sistemas bioldgicos, deve-se levar em conta a sua robustez, isto €,
um sistema deve manter-se funcional mesmo perante perturbagdes. Sabe-se que o ciclo
celular é um sistema muito robusto, entdo é esperado que a maior parte dos atratores dos
inputs aleatorios sejam atratores ciclicos representando o ciclo celular completo. De fato,
dos 100 inputs aleatérios testados apenas 18 retornaram um atrator fixo indicando um
arrest do ciclo celular. Os 82 inputs que retornaram um ciclo normal foram simulados
simultaneamente, sendo possivel observar que todos eles convergem no mesmo atrator
ciclico. Portanto, como explicado na introducdo, quanto maior a bacia de atracdo, maior é a
relevancia bioldgica dela (HOPFENSITZ et al., 2013). De fato, a relevancia bioldgica do
ciclo celular com funcionamento normal é muito maior do que os casos em que ocorrem
arrest, e por esse motivo, a maioria dos inputs convergiram nesse mesmo atrator. 1sso
comprova que o modelo ndo estd enviesado, pois conseguiu representar algo esperado
mesmo partindo de inputs randémicos.

Das 109 mutacdes testadas no modelo (Tabela 10; Tabela S1), o modelo atingiu a
acuracia de 87,27%. A Tabela 9 contém os resultados obtidos por meio da matriz de

confusao.

Tabela 9: Resultados obtidos da matriz de confuséo.

Classe Especificidade Sensibilidade
Arrestem G1 1,0000 0,2000
Arrestem S 0,9816 1,0000
Arrestem G2 0,9626 1,0000
Arrestem M 0,9663 0,9524
Inviavel 1,0000 0,8667
Viavel 0.9167 0.9000

Acurécia: 0,8727 — P-Value: 2,2e-16 — Kappa: 0,8146

Especificidade é a medida da proporcédo de resultados negativos que sdo identificados
corretamente como sendo negativos, enquanto que sensibilidade é a medida da proporgéo

de resultados positivos que sao identificados corretamente como positivos. Dessa forma, é
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desejado valores proximos de 1 para ambas métricas, indicando que o numero de falsos
positivos e falsos negativos sdo baixos. Dentre os valores presentes na tabela 9, a
sensibilidade da classe “Arrest em G1” demonstra que o modelo ndo é capaz de identificar
corretamente 0s mutantes que sofriam arrest nesta fase. No entanto, essa baixa
sensibilidade pode ter sido causada pelo fato de 7 simulagfes retornarem como resultado
“Arrest em G1”, enquanto que o mutante era descrito como inviavel pela literatura. Logo,
esses 7 elementos da classe “Arrest em G1” foram aqui substituidos por “Inviavel”.
Contudo, se contarmos estas 7 simulagfes como acertos para a classe “Arrest em G1”, a
sensibilidade sobe para 0,6666, 0 que continua ainda assim um valor baixo. Esses
resultados indicam que a modelagem de perturbacBes que causam arrest em G1 é o ponto
que o modelo possui menor preciséo (Tabela Suplementar 1).

As trés classes que apresentaram os melhores resultados foram “Arrest em S, “Arrest
em G2” ¢ “Arrest em M”, indicando que as perturbacdes foram muito bem modeladas
provavelmente em virtude do grande numero de informagdo disponivel acerca de
perturbacdes nestas fases. A baixa especificidade e sensibilidade da classe “Viavel” e a
baixa sensibilidade da classe “Inviavel” indicam que o modelo precisa de melhorias na
identificacdo desses mutantes.

O coeficiente Kappa é uma métrica que compara a acuracia observada com a acuracia
esperada de um modelo randémico, refletindo a concordancia do modelo aos dados reais.
Quanto maior o valor maior é a diferenca entre a acurdcia do modelo em comparacdo a
acuracia gerada ao acaso, logo, maior é a confiabilidade do modelo ndo ser randémico.
Valores menores que 0 sdo caracterizados como no agreement, entre 0 e 0,20 como slight,
de 0,20 4 0,4 como fair, de 0,4 a 0,6 como moderate, de 0,6 a 0,8 como substantial e de 0,8
a 1 como almost perfect agreement (SUN, 2011). Como o modelo apresentou um Kappa de
0.81, podemos afirmar que as simulagdes concordantes com os dados de literatura séo

realmente fruto da boa modelagem do sistema e se distanciam de um resultado aleatorio.
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Em suma, pode-se afirmar que o0 modelo é uma boa representacdo do comportamento
real do ciclo celular, podendo entdo ser usado para predi¢gdes de novos fendtipos e estudos
mais aprofundados sobre essa via.

Porém, os dois maiores problemas do modelo estdo relacionados a dupla-replicacdo
do material genético e a relacéo entre as vias FEAR e MEN. Para garantir a estabilidade do
genoma, 0 DNA deve ser replicado apenas uma vez por ciclo (MIMURA et al., 2004;
NGUYEN; CO; LI, 2001), porém, no modelo desenvolvido, esse mecanismo de inibicao da
dupla-replicacdo do DNA néo foi modelado. Portanto, qualquer teste de mutagdes em que a
dupla-replicacdo do DNA cause algum efeito na célula retornard um fendtipo normal.
Apesar da interacdo entre as vias FEAR e MEN estar bem modelada, no modelo aqui
apresentado ha uma dependéncia do n6é “Dbf2 Mobl” (ativado por “Cdcl5”) para a
liberagdo do “Cdc14”. Porém, alguns mutantes conseguem escapar desta dependéncia de
Cdc15p, sendo que grande parte destes mutantes age inibindo Netlp ou sua interagdo com
Cdcl4p. Logo, Cdcl4p ndo fica sequestrado no ndcleo e consegue realizar sua funcdo sem
a necessidade de “Dbf2 Mob1” (SHOU; DESHAIES, 2002). Nas versdes mais antigas do
modelo, este detalhe foi adicionado, no entanto, pelo fato do modelo légico ndo levar em
consideracdo o “tempo” em que Cdcl4 leva para deixar o nlcleo, a sua atividade apresenta
uma queda muito grande no nimero de estados do ciclo. Este problema acaba afetando o
teste de alguns mutantes que tinham seu comportamento simulado corretamente antes da
modificacdo. Logo, para preservar uma maior acuracia do modelo, foi decidido ndo

modelar este detalhe da via do Cdc14.

Tabela 10: Algumas mutacOes testadas no modelo para a validacdo. A tabela completa e as referéncias de

cada mutacgdo estdo no Arquivo Suplementar 1 (Tabela S1).

Perturbacao Predi¢ao do modelo Comportamento Real
Cdh1-A Cdc6-A2-49 Viavel Viavel

APCC-A GAL_CIb2 Arrestem M Invidvel

Cdc20-ts Bub2-A Arrestem M Arrestem M

Cdc20-ts GAL-Espl Arrestem M Arrestem M
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Cdc20-ts Mad2-A
Cdc20-A

Cdc20-A (APC-A) Cdh1-A

Cdc20-A (APC-A) Cdh1-A Sicl
McC

Cdc20-A (APC-A) GAL-Clb2

Cdc20-A (APC-A) Sicl-A

Cdc20-A Pds1-A

Clb5-A Cdc20-A

Clb5-dbA

Clb5-dbA Pds1-A
Clb5-dbA Pds1-A Cdc20-A

Clb5-dbA Sic1-A

CIn1/2-A

CIn1/2-A Clb5/6-A
CIn1/2-A Cdh1-A GAL-Sicl

CIn1/2-A Cdh1-A
CIn1/2-A CIn3-A

CIn1/2-A CIn3-A APC-ts

CIn1/2-A CIn3-A Cdh1-A
CIn1/2-A CIn3-A GAL-CIb5/6

Arrestem M

Arrestem M

Arrestem M

Viavel

Arrestem M

Viavel

Viavel

Arrestem M

Viavel

Viavel

Viavel

Viavel

Viavel

Arrest em G1

Viavel

Viavel

Arrest em G1

Arrest em G1

Arrest em G1

Viavel

Arrestem M

Arrestem M

Letal

Viavel

Inviavel

Viavel

Inviavel

Arrestem M

Viavel

Viavel

Viavel

Viavel

Viavel

Arrest em G1

Viavel

Viavel

Inviavel

Inviavel

Inviavel

Viavel

4.2. Simulacédo dos grupos HT e LT

O arrest € identificado quando a massa ndo consegue reduzir seu valor para zero.

Tendo como exemplo a Figura 13, a massa parte de zero no estado 1 e a partir do estado 22

ela comeca a diminuir e atinge zero no estado 23, o qual retorna ao estado 1 para repetir o
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mesmo processo. Quanto aos testes dos fenotipos das HTs e LTs, observou-se que o ciclo
celular em ambos os casos sofrem um arrest. Nas figuras 14 e 15 observa-se que o grafo de
transicdo de estados finaliza nos estados 14 e 25, respectivamente, antes da massa retornar
ao valor zero para recomecar o ciclo, indicando os arrests dessas simulagdes.

Quanto aos testes dos fendtipos das HTs, observou-se que o ciclo celular sofre um
arrest em G1 devido a alta atividade dos complexos SCF, 0s quais estdo superexpressos
neste grupo. Porém, sabe-se que a delecdo ou expressdo condicional (mutante termo-
sensivel) de uma das proteinas do complexo SCF, a Skplp, resultou em efeitos deletérios
para o0 ciclo celular, causando arrests em G1/G2 e tornando a ceélula inviavel
(STEMMANN e LECHNER, 1996; CONNELLY e HIETER, 1996). No entanto, estudos
da superexpressao desse complexo ainda precisam ser feitos para avaliar o seu impacto no
ciclo celular. Nesse sentido, 0 modelo contribui indicando que h& uma possibilidade de
arrest em G1 devido a superexpressdo desse complexo.

Em contrapartida, para o grupo das LTs, o ciclo celular sofreu um arrest em M
(Figuras 14 e 15) devido a falta de degradacao da proteina Clb1/2p. Ha relatos na literatura
que a proteolise dessas ciclinas (principalmente mediada pelo complexo APC) é essencial
para a saida da mitose (WASH e CROSS, 2002; PFLEGER e KIRSCHNER, 2000). Células
com auséncia dos complexos APC ou com o mutante Clb2-Adb (sem os sitios de ligagdo do
APC) mantém os niveis de Clb1/2p altos durante todo o ciclo celular, tornando a célula
incapaz de completar o ciclo celular (CROSS, 2003).

O modelo mostrou que o conjunto de proteinas diferencialmente expressas do grupo
LT resultou em algo similar (a ndo degradacéo de Clb1/2p), logo a célula dessas leveduras

nédo é capaz de terminar a ciclo da mitose com a citocinese.
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Figura 14: Resultado obtido com a simulacdo dos dados de transcriptoma das leveduras do grupo HT. A seta
preta apontando para o “x” vermelho simboliza um arrest naquela posicao.

Elements

Figura 15: Resultado obtido com a simulacdo dos dados de transcriptoma das leveduras do grupo LT,
diferente das HTs, estas sofreram um arrest no final de M.

De acordo com as informac6es das curvas de retomada crescimento, um experimento
em que as linhagens HTs e LTs, apds o severo tratamento com etanol foram cultivadas em
um meio sem nenhum estressor por mais 24h (ALMEIDA, 2017), demonstrou-se que as

leveduras LTs retomam o crescimento de forma mais acelerada que as HTs. Analisando o
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resultado obtido pelas simulagGes, inferimos que a razéo pela qual as LTs néo apresentam a
mesma deficiéncia que as HTs se deve ao fato de sofrerem um arrest em um estagio mais
tardio do ciclo celular. Brewer et al. (1984) demonstraram que o tempo do ciclo celular
para células maes € em média 99 minutos, enquanto que para as células filhas € em média
142 minutos. Essa diferenca de tempo se da principalmente na fase G1 do ciclo celular
(BREWER; CHLEBOWICZ-SLEDZIEWSKA; FANGMAN, 1984). Em suma, como as
LTs ja passaram por G1 e estdo paradas no final de M, provavelmente ja possuem todos 0s
pré-requisitos para sair da mitose, sendo a degradacdo de Clblp e Clb2p as Unicas
excegdes. Assim, inferimos que quando realocadas em um meio sem etanol, as LTs geram
as células filhas muito mais rapidamente, tendo entdo um rapido crescimento para um novo
ciclo. Isso resulta numa vantagem em tempo para as LTs quando comparadas as HTs, as
quais ainda precisam passar por todo o ciclo celular. No entanto, ndo h& estudos que
avaliem esta retomada de crescimento de leveduras em diferentes fases do ciclo celular.
LncRNAs podem interagir fisicamente com proteinas-alvo (o tipo testado no modelo)
e regula-las de diversas maneiras. No caso de interacdes fisicas, as duas formas mais
comuns de regulagdo sdo agindo como “iscas” ou scaffolds de proteinas (LI et. al., 2019).
Na primeira forma, os IncCRNAs se ligam aos seus alvos e impedem que eles exercam sua
funcéo (isso gera efeitos inibidores para o funcionamento da proteina). Por outro lado, na
segunda forma de interagdo os INCRNAs permitem a formacgdo de complexos proteicos em
sua superficie podendo gerar efeitos promotores ou iibidores na proteina alvo (WANG e
CHANG, 2011). Ha relatos na literatura de IncRNAs interagindo com proteinas e as
regulando negativamente. Por exemplo, em células humanas, o INCRNA LINC-PINT serve
como isca para um complexo chamado Polycomb Repressive Complex 2 (PRC2),
impedindo que ele exerca sua funcdo, a qual, caso esteja desregulada, pode levar a
progressdo de diversos tipos de canceres (MARIN-BEJAR et. al., 2017). Outro exemplo de

InNcRNA atuando como isca ¢ o caso do IncRNA CAIF, o qual é capaz de se ligar
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diretamente com a proteina p53 (fator de transcricdo essencial para diversas funcgdes
celulares) e impedir a transcricdo da proteina miocardina, sendo entdo capaz de atenuar o
infarto do miocardio (LIU et. al., 2018). Estes exemplos demonstram que 0s INCRNAs
podem ser extremamente relevantes quando agindo como inibidores de seus alvos.

Nas simulagGes aqui apresentadas, quando os INcCRNAs foram atribuidos como
inibidores de seus alvos, geraram os resultados mais promissores. Isso indica que 0s
INcRNAs podem ser relevantes também no ciclo celular em S. cerevisiae. A interagdo
Inc_9136 de SEY6210 com Hsll foi predita por Marques (2019). Esse INCRNA est&
superexpresso nessa levedura e foi simulado de duas formas pelo modelo: 1- de forma
constitutiva com valor fixado em “3”; 2- expressado em seu valor méximo periodicamente
em G2. A primeira forma ndo apresentou uma mudanca no fenétipo LT, permanecendo
entdo em arrest na fase M. Porém, na segunda simulagdo, observa-se que o modelo cicla
normalmente. Em suma, o IncRNA Inc_9136 da levedura SEY6210 tem a capacidade de
desativar os nds “Hsl1” e “Gin4” a partir do valor “2” e, quando superexpresso (valor “3”),
ele é capaz de inibir completamente estes nds (Figura 16). As expressdes booleanas

utilizadas para modelar os INCRNAs esté@o presentes na Tabela Suplementar 3.

Elements
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Figura 16: Resultado obtido para a simulagdo do Inc_9136 superexpresso no fenétipo LT. O esquema da
direita indica como o IncRNA age para liberar a célula do arrest. O “X” na aresta entre Hsll e Swel indica
que a interacdo ndo esta ocorrendo mais devido ao IncCRNA.
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Como ¢ possivel observar na Figura 16, a superexpressdao do IncCRNA Inc_9136 em
G2 foi capaz de permitir a acdo de Swel sobre Clbl 2, resultando em uma mitose completa
por meio da inibicao de Clblp e Clb2p. Sabe-se que a acdo conjunta de Hsl1lp com Kccdp e
Gindp é necessaria para a organizacdo da septina, conjunto de proteinas que atuam no
estagio final da divisdo celular (ASANO et. al., 2006). A organizagdo da septina necessita
da inibicdo de Swelp para que a entrada da mitose (resultado da acédo de Clb1/2p) ocorra de
forma coordenada com a sua formacao. Para isso, as proteinas Hsllp, Kccdp e Gindp sdo
capazes de inibir Swe5p, permitindo que Clb1/2p possa estar presente e iniciar a mitose
(BARRAL et. al., 1999). Células mutantes que ndo possuem uma ou todas essas proteinas
(Hsllp, Kccdp e Gindp) sdo viaveis, apresentando apenas problemas morfoldgicos
causados pela acdo prolongada de Swel (BARRAL et. al., 1999). As simula¢fes indicam
que a inibicdo de Gindp e Hsl1lp na condicdo testada (14 proteinas com expressdo regulada)
resultou na liberacdo de Swelp em quantidades suficientes para inibir Clb1/2p e causar a
saida da mitose. Corroborando o que fora observado experimentalmente, pois a inibi¢do do
IncRNA causou uma perda de funcdo completa da proteina (similar ao knockout), retornou
um fenotipo viavel e aumentou os niveis de Swelp (como descrito na literatura).

A associacdo de INcRNAs com efeitos no ciclo-celular é algo que ja foi documentado
na literatura. Em humanos, por exemplo, o IncRNA GAS5 interage fisicamente com a
proteina Y-box binding protein 1 (YBX1); a inibicdo desse INCRNA causou um aumento na
taxa de turnover dessa proteina impedindo o arrest em G1 tipico de células cancerosas do
estobmago (LIU et. al., 2015). Outro exemplo € o caso do IncRNA UCAL em células
humanas. Este IncRNA apresentou indicios de ligacdo ao fator de transcricdo FOXM1, pois
a subexpressdo do IncRNA diminuiu os niveis da proteina. Essa subexpressdo teve
resultados negativos para a célula causando a inibi¢do da proliferacdo, invasdo, bem como
um inducdo do arrest em G1 no ciclo celular (WEI et. al., 2016). Entao, observou-se que 0S

IncRNAs podem causar arrest celular, algo que foi aqui observado pelas simulagdes.
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Interacdes entre INCRNAs e ciclinas ou CDKs também j& foram documentadas. O
InNcRNA GADD?7 é capaz de regular os niveis da quinase dependente de ciclina Cdkép
através da interacdo com a proteina Tar DNA binding protein (TDP-43); TDP-43p
estabiliza 0o mRNA de Cdk6p, no entanto, a sua ligacdo com o IncRNA causa a dissociacdo
de TDP-43p do mRNA, permitindo que este seja degradado. A inibicdo de Cdk6p impede
que a transicdo de G1 para S seja feita (arrest em G1) (KITAGAWA et. al., 2013). O
INcRNA MALAT1 também é capaz de controlar o ciclo-celular em humanos. Um estudo
indicou que a deplegdo de MALATL1 causa um arrest em G1 e aumenta os niveis de alguns
fatores de transcricdo (como o p53) (TRIPATHI et. al., 2013). Também, a deplecdo desse
IncRNA causa a diminuicdo dos niveis das ciclinas A2 e de Cdc25A, resultando em arrest
em G1. No entanto, também ha relatos de que ele pode controlar a transicédo de G2 para M
através da interacdo com um fator de transcricdo (B-Myb), responséavel pela expresséo de
diversas ciclinas e CDKs necessérias para essa transicdo (TRIPATHI et. al., 2013).
Novamente, INCRNAs estdo associados com arrest celular em diferentes fases do ciclo (G1,
S ou G2), no entanto, ressalta-se que as relac@es entre INCRNAs e cliclinas ou CDKSs, até o
momento, sdo indiretas, ou seja, a acdo dos IncRNAs culmina no controle da
disponibilidade de ciclinas e CDKs mas sem uma interacéo fisica direta.

Ha relatos de INCRNAs em S. cerevisiae que atuam em resposta ao estresse osmotico
regulando o ciclo celular. O IncRNA CDC28 IncRNA ¢ induzido pela Hoglp na presenca
de estresse osmotico. Dessa forma, o INCRNA passa a ser expresso na regido antisense do
gene da CDK Cdc28p, uma quinase que interage com todas as ciclinas do ciclo celular
(interacdo necessaria para a progressao do ciclo). Com a expressdo do INcRNA, os niveis da
proteina Cdc28p aumentam significantemente, permitindo que a célula inicie o ciclo celular
mais rapidamente apGs o estresse (NADAL-RIBELLES et al., 2012; SOLE et al., 2015).
Nesse caso, ressalta-se um efeito positivo da expressédo de um IncRNA, tal como observado

nas nossas simulagoes.
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Portanto, nossas simulac@es evidenciam ser possivel que INCRNAs possam interferir e
controlar positivamente a progressdo do ciclo celular em S. cerevisiae. Os resultados
obtidos nessa etapa apresentam o padréo encontrado nos exemplos citados (IncRNA como
agentes de controle da progressdo do ciclo celular). Almeida (2017) demonstrou que a
linhagem SEY6210 tem a segunda maior retomada de crescimento apos estresse, perdendo
somente para a linhagem S288C. As simulagdes elencam o IncRNA Inc_9136 como um
regulador-chave dessa 6tima retomada da SEY6210, em virtude de tal IncRNA atuar como
um mecanismo que sobrepuja o arrest do fendtipo LT. O mecanismo molecular que
creditamos para esse INCRNA ¢ atuando como isca da Hsllp e Gindp, permitindo que
Swelp iniba as ciclinas Clb1/2p (Figura 16). Logo, o IncRNA também pode estar
indiretamente relacionado ao controle da progressdo do ciclo celular através das ciclinas,
corroborando com os exemplos discutidos.

Quanto aos IncRNAs presentes na linhagem BY4742, ndo houve nenhum caso em
que eles contribuissem para a saida do arrest em G1 existente no fen6tipo HT. No entanto,
0 Inc_10883 apresentou um resultado interessante para leveduras que estejam sofrendo com
alto dano ao fuso. Estas leveduras normalmente sofrem um arrest em M devido ao dano no
fuso (STRAIGHT, 1997), porém, uma simulacdo atribuindo uma superexpressao
constitutiva deste INCRNA, néo apresentou o arrest em M, gerando um ciclo normal (Figura
17). Observamos pela Figura 17 que o Inc_10883 inibe “Bubl”, componente necessario
para a formacdo do MCC e responsavel por causar o arrest na presenca de dano ao fuso
(STRAIGHT, 1997). De fato, ja ¢ documentado que leveduras com auséncia dessa proteina
(knockout) ndo sdo capazes de causar arrest em resposta ao tratamento com nocodazole
(agente que interfere na polimerizacdo dos microtabulos), permitindo que completem o
ciclo celular mesmo na presenga dos cinetdcoros desalinhados (GOTO et. al., 2011). O
modelo indica que a falta de Bublp causada pela acdo deletéria do IncRNA (similar a um

knockout) resulta em um efeito similar. Adicionalmente, o modelo permite entender como
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isso ocorre, indicando que a falta de Bub1lp mantém MCC sempre inativo, garantindo que o
“APCC_Cdc20” ative a via FEAR. Com FEAR e “APCC_Cdc20” ativos, Clb1/2p pode ser
degradada (CROSS, 2003), levando a completude do ciclo mesmo na presenca de danos ao
fuso. A interacdo Inc_10883 com Bubl foi predita por Marques (2019).

Pouco se sabe sobre os efeitos dos INcRNAs em checkpoints do ciclo celular. H&
relatos na literatura de que alguns deles podem estar associados com instabilidade
gendmica (LU et al., 2016; TRACY et. al., 2018). O checkpoint do fuso é o responsavel por
manter a estabilidade do genoma durante o ciclo celular (RUDNER ¢ MURRAY, 1996),
logo, é possivel que estes INCRNAs estejam relacionados com esse checkpoint, porém ainda
ndo foi realizada uma associacdo direta. Nesse contexto, as simulagfes contribuem
indicando que hd um novo possivel IncRNA afetando o checkpoint do dano ao fuso, além
disso, 0 modelo demonstra como é realizada essa regulacéo pelo IncRNA.

As simulacdes realizadas apontam possiveis novos métodos de controle da progressao
do ciclo celular em S. cerevisiae mediado por IncRNAs. Os resultados possuem padroes
observados na literatura e, além disso, a modelagem permitiu visualizar como podem ser 0s

mecanismos utilizados pelos INcCRNAs para regulagéo.
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Figura 17: Resultado obtido pela simulacdo com a superexpressdo constitutiva do Inc_10883 em uma
levedura com alto dano ao fuso. O esquema na direita demonstra como a a¢do do IncRNA faz com que a
célula ndo entre em arrest na fase M.

4.3. Docking molecular da interacéo Inc_9136-Hsl1p/Gin4p
O docking realizado pelo HDOCK retornou 10 possiveis modelos. A escolha do

melhor modelo foi feita levando em consideracdo, primeiramente, o score gerado pelo
software. No entanto, caso a posicao da proteina ndo apresentasse sentido fisico (em alguns
casos a proteina se ligava em regides aparentemente inacessiveis), o segundo melhor score
era levado em consideracdo, e assim por diante. Dos 10 resultados obtidos, o terceiro
modelo foi selecionado como sendo a melhor op¢do de docking para o Inc_9136
(SEY6210) com Hsllp e o primeiro modelo para Gindp, pois eram aqueles com o maior
score e com sentido fisico. A Figura 18 contém a representacdo de todos os modelos
simultaneamente, do melhor modelo e da proteina Hsl1 apds a minimizacdo de energia. A

Figura 19 representa os dados para a proteina Gin4p.
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Figura 18: Resultados do docking molecular do Inc_9136 com Hsllp. Em A, o IncRNA (azul) com todos os
modelos de ligacdo com a proteina (demais cores). Em B, o melhor modelo do docking. Em C, a proteina
Hsl1p com a energia minimizada.
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Figura 19: Resultados do docking molecular do Inc_9136 com Gindp. Em A, o IncRNA (azul) com todos os
modelos de ligacdo com a proteina (demais cores). Em B, o melhor modelo de docking. Em C, uma das
proteinas (segundo melhor modelo) que se concentraram em um Unico ponto do IncRNA. Em D, a estrutura
da proteina Gindp com a energia minimizada.

Embora a metodologia aplicada no docking ndo seja a ideal, ndo foi possivel testar
outros tipos de softwares. Na literatura ha pouco estudo acerca desse tema aplicado a
IncRNAs, sendo que a maioria das ferramentas disponiveis sdo construidas apenas para
pequenos RNAs. Ao aplicar essas ferramentas em um IncRNA, praticamente todos
retornaram erros, sendo 0 HDOCK a excecdo. Até mesmo uma das ferramentas mais
utilizadas para a docking de moléculas, o AutoDock Vina, ndo suportou o tamanho do
IncRNA. Além disso, poucas ferramentas estdo disponiveis para a predi¢éo de estruturas de
IncRNAs; embora essas ferramentas aceitem esse input ndo é garantido que a predicdo
possua uma acuracia desejada. A Figura 20-A mostra a estrutura predita do IncRNA
Inc_9136, e em B é possivel observar um Gap, indicando que nessa parte o software nao foi

capaz de prever corretamente a estrutura. Esses Gaps aparecem frequentemente ao longo do
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IncRNA, provavelmente devido ao fato do software utilizado ndo ser especifico para esse
tipo de molécula. Dessa forma, como todas as ferramentas utilizadas nesta etapa foram
desenvolvidas para pequenos RNAs, afirmacdes e hipoteses retiradas a partir dos resultados
devem ser comedidas.

Quanto a predicao dos residuos que se ligam @ RNA ou DNA, a proteina Hsl1p ndo
apresentou nenhum residuo capaz de se ligar a RNAs. No entanto, 47 residuos
apresentaram probabilidade de se ligarem ao DNA, sendo a maioria desses residuos
concentrados nas extremidades e no centro da proteina. Isso pode explicar a maneira que a
proteina se ligou ao IncRNA, envolvendo a dupla fita com as extremidades da proteina com
uma ligagdo mais proxima no centro. E importante ressaltar que a estrutura utilizada da
Hsllp é a porgdo da proteina referente a sua funcdo como quinase (do aminoécido 81 ao
369), portanto é possivel que o INcRNA esteja impedindo sua funcéo de fosforilar Swelp.

O mesmo foi encontrado para proteina Gindp, contendo 69 residuos capazes de se
ligarem com DNA concentrados nas folhas betas e na menor alfa-hélice da estrutura. Isso
pode ser observado na Figura 19, onde a proteina interage com mais proximidade pelas
folhas beta e pela menor alfa-hélice (Figura 19-B e C). No caso da Gin4p, oito modelos
ligaram a proteina no centro do IncRNA Inc_9136 indicando que existe uma alta
possibilidade de ligarem-se nessa regido; um desses modelos esta representado na Figura
19-C. Embora tenha um bom score, a regido da proteina aparenta ser de dificil acesso. A
estrutura utilizada para a Gin4p (por¢do C-terminal) ndo € a responsavel pela sua funcédo de
quinase, no entanto, é necessaria para sua funcdo como formadora do septo. Logo, a
probabilidade de interferéncia no INcRNA em sua fungéo de fosforilar Swelp é baixa.

Embora nenhuma das proteinas tenha resultado favoravel a ligagdo com RNAS
(apenas com DNA), o fato da estrutura 3D do IncRNA conter vérias estruturas em dupla-
hélice (Figura 20) indica que € possivel que essas proteinas se liguem nessas estruturas do

INcCRNA, pois possuem alta probabilidade de se ligarem ao DNA (Figura 20-B).
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Figura 20: Resultado da predicdo de estrutura 3D para o Inc_9136. Em A, a estrutura do INcRNA gerada pelo
3dRNA. Em B, o circulo vermelho indica um dos Gaps que podem ser encontrados ao longo da estrutura.

Sabe-se que o tamanho dos IncRNAs conferem a essas moléculas um grande nimero
de sitios de ligacdo a proteinas, os quais podem ser utilizados como scaffolds para a
formacdo de complexos com proteinas (DUSCZCYK, 2011), indicando que a sua
superficie comporta a interagdo simultdnea com multiplas proteinas. Quanto aos sitios de
reconhecimento de RNAs (RRM) presente em proteinas, sabe-se que esses sitios
reconhecem preferencialmente sequéncias curtas de RNAs de fita simples (SSRNAS).
Porém, as ligacGes podem ocorrer em regides de dupla-fita do RNA, como os hairpins e
bulges (BLYTHE et. al., 2016). O docking realizado corrobora com essas informagdes.
Embora ndo haja relatos de uma mesma proteina se ligando em mais de uma regido de um
INcRNA, a andlise aqui desenvolvida indica que ha essa possibilidade. Também, a anélise
contribui demonstrando quais regides das proteinas estudadas se ligam ao IncRNA,
principalmente pela interacdo com os hairpins (Figura 18 e 19).

Embora o docking ndo possa confirmar se as interagdes InNcRNA-proteinas realmente
ocorrem (a confirmacdo deve ser proveniente de experimentos laboratoriais), nossas
analises demonstram que, embora exista um modelo com melhor score, ha diversas

possibilidades de ligacdo das proteinas ao IncRNA, todas em lugares completamente
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distintas no caso da proteina Hsllp. O fato da Gin4dp apresentar apenas 3 regides distintas
de ligacdo pode ser devido ao tamanho da proteina (maior que Hsllp). Além disso,
analisando as proteinas, podemos inferir que elas preferencialmente se ligam em regides

onde existam estruturas em dupla-héelice.

4.4. Efeito do dano ao DNA no ciclo celular em cada linhagem
As simulacbes indicaram que apenas duas linhagens (S288c e X2180-1A) foram

capazes de causar um arrest no ciclo celular devido ao checkpoint. As outras linhagens
completaram o ciclo mesmo na presenca de dano ao DNA. Além disso, a linhagem BY4742
contém um IncRNA (Inc_10883) interagindo com a proteina Meclp, o qual, quando
modelado como inibidor, permitiu que a linhagem continuasse o ciclo celular mesmo na
presenca de elevado dano ao DNA.

Quando ocorre a deteccdo de danos ao material genético, o checkpoint é ativado
causando a expressdo de genes que serdo responsaveis por parar a progressdo do ciclo
celular até que o reparo seja feito. Esse arrest pode ocorrer por duas ramificacdes, partindo
da acdo de Rad53p ou partindo da acdo de Chklp/Meclp (normalmente as duas ocorrem
simultaneamente) (CHEN e SANCHEZ, 2004). A eliminacdo de apenas uma ramificacdo
ndo € o suficiente para evitar o arrest, 0 que acontece apenas quando as duas ramificacdes
estdo defeituosas (MELO e TOCZYSKI, 2002).

De acordo com os resultados obtidos pelas simulagfes, a linhagens S288c e X2180-
1A, as quais conseguiram cessar o ciclo celular para realizar o reparo, apresentaram uma
dessas ramificagbes funcionando (a via Chkl); diferentemente, as outras linhagens
apresentaram as duas ramificacdes defeituosas. Esse resultado pode explicar o fato da
S288c ser a linhagem que possui a menor porcentagem de células que acumulam dano ao
DNA (WOLF, 2019), porem, a mesma afirmacdo ndo pode ser feita para X2180-1A. Para

as outras linhagens, a alta porcentagem de danos ao DNA (WOLF, 2019) pode ser resultado
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da disfuncdo do checkpoint do dano ao DNA, impedindo que a célula interrompa o ciclo
celular para realizar o reparo.

Analisando a linhagem BY4742 foi possivel identificar duas maneiras pelas quais a
linhagem n&o consegue causar 0 arrest para reparo ao DNA: 1- embora ela tenha dois
genes do checkpoint superexpressos, a falta de Pdspl nas quantidades normais impediu 0
arrest, pois essa proteina é necessaria para a inibicdo da rede FEAR (ROCK e AMON,
2009); 2- a presenca do IncRNA Inc_10883 que interage com Mecl, quando modelado
como inibidor, foi capaz de impedir sozinho a acdo da ramificacdo Chkl/Mecl. A
modelagem desse INCRNA como ativador de Mecl ndo apresentou resultados significantes
nesse caso, no entanto, quando foi simulado em uma levedura em condi¢des normais, 0
IncRNA causou arrest na célula mesmo na auséncia de dano ao DNA.

Um estudo ja associou INcRNAs com o checkpoint do dano ao DNA. Sabe-se que 0
InNcRNA PANDA esta associado com a capacidade de células humanas a resistirem ao
tratamento com agentes intercalantes do DNA (aumento do reparo do DNA danificado)
(HUNG et. al., 2011), nesse caso, ha uma associacao direta entre INCRNA e checkpoint,
indicando que é possivel que InNcRNAs afetem esses mecanismos.

De forma geral, podemos inferir que a maior causa do dano elevado ao DNA das
leveduras tratadas com etanol se deve a inativacdo das duas vias responsaveis pela resposta
ao dano, corroborando com o encontrado por Melo e Tockzyski (2002). A capacidade da
linhagem S288c em lidar com o dano ao DNA se deve a manutencdo de pelo menos uma
ramificacdo do checkpoint. No entanto, podemos observar na Tabela 7, ha um aumento da
porcentagem de leveduras que acumulam danos ao DNA ap06s o tratamento provavelmente
devido a falta da outra ramificacdo. Isso acontece pela falta de uma das ramifica¢fes pode
causar defeitos nesse checkpoint (MELO e TOCZYSKI, 2002). Porém, simular essa

diferenca quantitativa das ramificagdes é impossivel com esse modelo.
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4.5. Efeito dos INcRNAs no complex ORC
Na primeira situacdo testada, levando em consideracdo o fenétipo (HT ou LT), ndo

houve nenhum caso em que os IncRNAs como ativadores ajudavam as linhagens a
contornar os arrests carateristico de cada grupo. Assumindo os INcRNAs como inibidores
gerou um efeito mais severo, pois a inibicdo da ORC néo progride a célula para a fase S do
ciclo celular, tendo entdo um arrest em G1. Para a linhagem BY4742, como ela ja sofria
com o arrest em G1 caracteristico de seu grupo, o efeito do IncRNA ndo foi significativo.
Porém, para a linhagem SEY6210, a qual possui um fenotipo LT, o IncRNA Inc_9136
impediu que ela progredisse até a fase M, permanecendo no arrest caracteristico de seu
grupo.

Na segunda situacdo testada, levando em consideracdo apenas os elementos que
compunham a ORC ou interagiam com ela, o resultado foi o0 mesmo que o anterior. O
intuito desse teste era verificar se 0s INCRNAs Inc_9136 e Inc_10027 teriam um efeito
positivo como ativadores da ORC, visto que o complexo todo estava sub-expresso. No
entanto, com ou sem 0s INCRNAS superexpressos, 0 sistema conseguiu finalizar o ciclo
celular. Ressalta-se aqui uma limitacdo dos modelos qualitativos: embora a célula consiga
finalizar o ciclo com esse complexo sub-expresso, a célula sofre um delay na progresséo da
fase S (TAKEHARA et al., 2008). Logo, se 0s IncRNAs exercessem uma funcdo de
ativacdo para esse complexo, talvez seria possivel observar uma diferenca no final caso o
modelo fosse quantitativo e levasse em consideragdo o tempo em que cada reagéo leva para
acontecer.

Na terceira situacdo testada, considerando uma célula wild-type, os INCRNAs como
inibidores causaram um arrest em G1 em ambas as linhagens. Os efeitos negativos
causados pela inibicdo do complexo ORC corroboram com Giaver et. al.(2002), os quais
demonstram que a delecdo das proteinas que compde o complexo causou um fenotipo

invidvel em leveduras da linhagem S288c (GIAVER et. al., 2002).
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Como os resultados dos INcRNAs como inibidores foram idénticos em todos casos, a

Figura 20 exemplifica todas as modelagens.
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Figura 20: Resultado obtido pela simulagcdo com a superexpressdo constitutiva do Inc_10883 e Inc_9136
como inibidores da ORC. Como os resultados foram os mesmos para ambos, apenas 0 Inc_9136 esta
representado no heatmap. O esquema a direita demonstra como os INcRNAs impedem o inicio da fase S.

Esses resultados demonstram que os INncCRNAs que interagem com proteinas
essenciais para um determinado processo bioldgico tendem a causar um efeito negativo

para o fendmeno do ciclo celular quando modeladas como inibidores.

5. Conclusbtes
O modelo desenvolvido nesta dissertacdo possui 0 maior nimero de proteinas

modeladas para o ciclo celular além de ser o primeiro modelo que contempla IncRNAs
nesse processo. E também a primeira utilizacdo dos dados de expressdo diferencial em
modelagem para prever fendtipos e testar hipoteses. Portanto, 0 modelo desenvolvido inova
ao trazer estes tipos de anélise, além de contribuir com um aumento de complexidade ao
adicionar mais proteinas na modelagem. Além disso, ele apresentou uma boa precisao e se

mostrou livre de viés.
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Como o modelo desenvolvido contém as expressdes criadas de forma a representar
com fidelidade o comportamento real do ciclo celular, ele pode ser utilizado por outros
grupos de pesquisa para testar outras hipdteses, desde que se adequem as limitagdes do
modelo.

De forma geral, as simulagdes dos fenoétipos HT e LT sugerem que as LTs retomam o
crescimento apds o tratamento com etanol de forma mais rdpida por estarem mais
preparadas para realizar a citocinese em relacdo as HTs, as quais estdo paradas antes
mesmo do START ocorrer. Foi possivel observar também que o alto dano ao DNA apds o
tratamento com etanol pode estar relacionado com a inibicdo das duas ramificacbes do
checkpoint responsavel pelo reparo, e que a manutencdo de pelo menos uma dessas
ramificacdes pode ser suficiente para a célula ser capaz de cessar o ciclo e realizar o reparo.

Os IncRNAs demonstram um potencial de serem importantes para o ciclo celular
quando tratados como inibidores de seus alvos. De fato, um IncRNA da linhagem SEY6210
é capaz de livrar esta linhagem do arrest tipico do fendtipo. No entanto, para a outra
linhagem, nenhuma simulagdo envolvendo os IncRNAs foi capaz de contornar o fenotipo
caracteristico de HT. Porém, testando isoladamente os efeitos do dano ao DNA, um
INcRNA presente na linhagem BY4742 demonstrou ser capaz de contornar no arrest
caracteristico desse fendtipo permitindo que a célula se divida mesmo com o DNA
danificado; isso poderia explicar a alta porcentagem de células que acumulam dano ao
DNA nessa linhagem. Embora, nesse caso, os INcRNAs como inibidores tenham agido de
forma a favorecer a completude do ciclo celular, a simulacdo de outros dois INCRNAs que
interagem com o complexo ORC demonstrou que a inibicdo desse complexo pode causar
um arrest em G1. De forma geral, IncRNAs agindo como inibidores aparentam possuir
muita importancia no controle do ciclo celular.

As andlises de docking molecular foram realizadas utilizando softwares que néo

foram desenvolvidos para tratar de INCRNAS, porem, ainda foi possivel extrair informacdes
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valiosas. Devido ao tamanho do IncRNA, as proteinas conseguiram se ligar a mais de uma
regido da molécula. Além disso, a ligacdo ocorria preferencialmente nas regides de dupla
fita do IncRNA, comportamento que foi encontrado na andlise pelo software DRNApred.
Esse software indicou que ambas as proteinas s6 conseguem se ligar em duplas fitas e, de
fato, os residuos com maior probabilidade de se ligar a DNA eram 0s mais proximos do
IncRNA no docking.

Embora 0 modelo tenha apresentado bons resultados, vale ressaltar as suas limitagoes.
Por ser do tipo l6gico, 0 modelo ndo é capaz de prever situacdes dependentes do tempo, tais
como mutagdes que levam a uma diferenca na massa final da levedura devido ao ciclo ter
ocorrido mais rapido ou mais devagar que o normal. Também, o fenébmeno bioldgico da
reduplicacdo do DNA é extremamente dificil de ser modelado de maneira qualitativa por
depender da variacdo da concentracdo de proteinas especificas em tempo real. Outro ponto
negativo € a modelagem da intensidade em que algumas proteinas interagem. Por exemplo,
a “Clbl/2”, a qual possui mais de um inibidor da proteina e cada um deles possui
intensidades de inibicdo diferentes. Nesse caso, as expressdes criadas foram capazes de
foram capazes de modelar corretamente o processo, embora sejam extremamente dificeis de
serem criadas e confusas de se trabalhar além de serem muito extensas (Arquivo
Suplementar 1).

A modelagem de sistemas bioldgicos se mostrou uma ferramenta importante para o
estudo de dados provenientes de técnicas high-throughput. Com essa abordagem, é possivel
criar novas hipoéteses e testar as ja existentes de uma maneira sistémica, evitando o gasto
desnecessario de tempo e recursos. No entanto, a modelagem de sistemas biologicos, ainda
estd em um estagio inicial, e possui varias limitacbes no desenvolvimento de modelos mais
complexos. Embora seja possivel extrair informagdes valiosas de um modelo matematico,
ele ndo é o suficiente para provar hipoteses. O futuro da modelagem de sistemas biologicos

depende da alianca entre predi¢cfes computacionais seguidas de testes em laboratorio.
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Apéndice 1 — Analise quantitativa

Em paralelo com o desenvolvimento do modelo descrito no projeto, foi realizada uma
modelagem quantitativa de uma pequena rede de interagdo entre proteinas, a fim de
elaborar hipoteses acerca de um resultado encontrado pelo grupo de pesquisa.

Métodos

A partir dos dados obtidos no projeto do grupo de pesquisa, uma sub-rede da
BMAG4-1A foi descoberta (Figura 21), envolvendo uma série de proteinas que podem estar
relacionadas com a enzima alcool deshidrogenase (Adh2p), a qual catalisa a conversdo de
etanol para acetaldeido. Na rede, had também um IncRNA (transcr_20548) que interage
fisicamente com um fator de transcricdo de Adh2p (Cat8p). Os dados indicaram que ha
uma reducdo drastica no Fold-change de Adh2p, e as causas dessa diminui¢do ainda nédo
estdo elucidadas. Portanto, com o intuito de estudar mais detalhadamente essa rede e avaliar
se 0 IncRNA possui algum papel na inibicio de Adh2p, um modelo matematico

quantitativo foi desenvolvido para esse sistema.

Figura 21: Proteinas da sub-rede encontrada na linhagem BMAG64-1A. Arestas verdes representam interacfes
de ativacdo e as vermelhas representam inibi¢do. Os n6s sobrepostos indicam associa¢Bes de proteinas, nesse
caso, Cat8 se associa com o INCRNA e Adrl se associa com Cat8.

Como o numero de proteinas é pequeno, o0 método de modelagem escolhido foi o

quantitativo (utilizando ODEs). Para a criacdo das equacOes e as escolhas dos parametros
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algumas suposicbes foram feitas: 1- como explicado na introducdo, algumas proteinas
precisam ser fosforiladas ou desfosforiladas para serem ativas, porém, como os elementos
da rede modelada nao sdo bem descritos na literatura, ndo foi possivel adicionar esse nivel
de complexidade ao modelo; portanto, todas as proteinas foram consideradas como ativas e
as interacdes entre elas se resumem na capacidade de aumentarem ou diminuirem a sintese
de seus alvos; 2- a falta de informacdo acerca das proteinas da rede torna impossivel
escolher os valores dos parametros (degradacdo, sintese, inibicdo e associacdo) com
perfeicdo, portanto, para evitar o viés, todos os parametros receberam o mesmo valor
(dependendo do tipo). Dessa forma, embora 0 modelo ndo represente com exatiddo o
comportamento real do sistema, ainda é possivel analisar a influéncia de cada elemento
baseado apenas em como as interacfes entre as proteinas estdo dispostas no sistema.
Porém, para aumentar ao maximo a fidelidade do modelo com o comportamento real, uma
revisao bibliogréafica foi feita para cada proteina da rede.

De acordo com Kraikviski et al. (2015), taxas de degradacdo e sintese ocorrem na
ordem de aproximadamente 0.1 min-1. Ja taxas de associacdo fisica entre proteinas ocorrem
na ordem de aproximadamente 50 min-1. Ademais, existem dois tipos de taxas de sintese:
1- sintese basal, de menor intensidade, geralmente menores que as taxas de degradacao e;
2- sinteses provenientes de fatores de transcricdo, de alta intensidade, geralmente maiores
que as taxas de degradacdo (CHEN et al., 2004).

As equagOes foram construidas levando em consideragdo todas as informagdes
supracitadas e 0 modelo foi resolvido no software COPASI. Os valores iniciais das
variaveis do modelo foram 0 para o IncRNA, Ixrl, Hsfl e Prm4, as outras variaveis
iniciaram com o valor 1. Essa escolha foi feita com base nos dados de time-course da

pesquisa do grupo e, se o transcrito iniciasse com alto fold-change e terminasse com um
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valor mais baixo, a proteina relacionada a ele recebia o valor inicial 1; caso contrario,
recebia 0 (dados ndo mostrados). Todas as equacdes e parametros estdo disponiveis na
Tabela Suplementar 4 e 5.

Para avaliar a influéncia do IncRNA na disponibilidade de Adh2, trés simulacdes
foram realizadas. A primeira foi do modelo sem nenhuma perturbacéo, a segunda foi uma
simulacdo com a proteina Ixrl (inibidor de Adh2) ausente no sistema (knockdown) e a
ultima foi a simulacdo a auséncia do IncRNA. O IncRNA foi considerado apenas como
inibidor da sua proteina alvo.

Resultados

As simulacdes representam a variacdo de unidades de proteina durante um
determinado periodo de tempo. Embora 0 modelo seja simples, ha informac6es o suficiente
para estudar os efeitos do IncRNA na producdo de Adh2p. Os resultados das simula¢bes

estdo representados na Figura 21.
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Figura 21: Simulagdes do modelo para cada situacdo. A rede foi adicionada na figura para facilitar a
visualizagdo do comportamento de cada proteina do modelo.
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Os resultados indicam que ha um aumento na disponibilidade de Adh2p tanto na
auséncia do Ixrlp quanto do IncRNA. O maior aumento foi observado na delecdo de Ixrlp,
no entanto, vale ressaltar que ele é muito mais abundante que o InNcRNA (mais de duas
vezes). Sendo assim, como a delecdo do IncRNA causou um aumento na disponibilidade de
Adh2p de apenas 0,5 unidades a menos que Ixrlp, pode-se inferir que ele é um inibidor
mais forte de Adh2p.

Essa forca de inibicdo observada é devido a taxa de associagdo empregada para a
formacgdo do complexo Cat8-IncRNA. Como Cat8p é um fator de transcricdo para Adh2
(logo, aumenta significantemente sua sintese), a associagdo com o0 IncRNA reduz
drasticamente a disponibilidade de Cat8p no sistema, 0 que causa a diminuicdo da sintese
de Adh2p. Portanto, existe a possibilidade do INcRNA ser a principal causa da inibi¢do da
sintese de Adh2p. No entanto, podemos inferir também que o sinergismo entre o INCRNA e
IXrlp é a melhor maneira de atingir a reducdo maxima na disponibilidade da enzima.

Néo foi possivel modelar o IncRNA como ativador de Cat8p devido a falta de
informacdo sobre essa proteina, pois ndo hd como saber por quais mecanismos 0 INCRNA o
ativaria. Enquanto que a modelagem como inibidor é muito mais simples, pois se sabe que
INcRNAs se associam com proteinas e modelar essas associacGes € muito mais simples do

que outros tipos de reacdes.
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ARQUIVO SUPLEMENTAR DA DISSERTACAO DE MESTRADO

Modelagem do ciclo celular e influéncia dos IncRNAs em Saccharomyces
cerevisiae expostas a altas concentracdes de etanol.

Lucas Cardoso Lazari

Todos os mutantes testados nesta dissertacdo (Tabela S1) foram retirados de trés
trabalhos desenvolvidos por Chen et al. (2000), Chen et al. (2014) e Kraikiviski et al.

(2015). Séao trés modelos quantitativos do ciclo celular, que ndo foram utilizados para a

execucdo da dissertacdo, apenas a lista de mutantes foi utilizada. As mutacGes que nédo

foram retiradas deste trabalho estéo referenciadas a parte.

Testes para a validacdo do modelo l6gico

Perturbacéao

Predicéo do modelo

Comportamento Real

Cdh1-A|Cdc6-A2-49
APCC-A|GAL_Clb2
Cdc20-ts|Bub2-A
Cdc20-ts|GAL-Espl
Cdc20-ts|Mad2-A
Cdc20-A

Cdc20-A (APC-A)|Cdhl-A

Cdc20-A (APC-A)|Cdhi-
AlSicl MC

Cdc20-A (APC-A)|GAL-
Clb2

Cdc20-A (APC-A)[Sicl-A

Cdc20-A[Pds1-A
Cdh1-A[Swi5-A

Bub2-A

Bub2-A - nocodazole
Bub2-A | Mad2-A -
nocodazole
Bfal/Bub2-A | Pds1-A -
nocodazole

Cdcl14-ts |Cdh1-A
Cdcl4-ts |GAL-Sicl
Cdcl4-A
Cdcl14-ts|GAL_CIn2

100

Viavel

Arrestem M
Arrestem M
Arrestem M
Arrestem M
Arrestem M

Arrestem M
Viavel
Arrestem M
Viavel
Viavel
Arrestem M
Viavel
Viavel
Viavel
Viavel
Arrestem M
Arrestem M

Arrestem M
Arrestem S

Viavel

Inviavel

Arrest na Metafase
Arrest na Telofase
Arrest na Metafase
Arrest na Metafase

Letal

Viavel

Inviavel

Viavel

Inviavel

Arrest na Tel6fase
Viavel

Viavel

Viavel

Viavel

Arrest na Tel6fase
Arrest na Tel6fase

Arrest na Tel6fase
Inviavel



Cdc14-ts|Sicl-A
Cdc15-ts [Tem1l MC
Cdcl5-A
Cdc20-ts|Netl-ts

Cdc20-A|Pds1-A[Clb5-A
Cdc20-ts|Bub2-A
Cdc20-ts|Mad2-A
Cdc45-A (ZOU et al. 1997)
Cdc5-A

Cdc6-A

Cdc6-AJARS-O (HOGAN;
KOSHLAND, 1992)
Cdc6-A2-49
Cdc6-A2-49|Cdh1-A|Sicl-
A
Cdc6-A2-49|Cdh1-A|Sicl-
AJGAL-Cdc20

GAL-Cdhl

Cdhl-A

Clb2-A

Clb2-dbA
Clb2-dbA|ClIb5-A
Clb2-A[Pds1-A

Clb5-A

Clb5-A|Cdc20-A
Clb5-dbA
Clb5-dbA[Pds1-A
Clb5-dbA[Pds1-A|Cdc20-A

Clb5-dbASic1-A
CInl/2-A

CIn1/2-A| CIb5/6-A
CIn1/2-A|Cdh1-A|GAL-
Sicl

CIn1/2-A|Cdh1-A
CIn1/2-A|CIn3-A

CIn1/2-A/CIn3-A |APC-ts

CIn1/2-A|CIn3-A|Cdh1-A
CIn1/2-A|CIn3-A|GAL-
Clb5/6

101

Arrestem M
Arrestem M
Arrestem M
Viavel

Viavel
Arrest em G2
Arrest em G2
Arrestem S
Arrestem M
Arrestem S
Viavel

Viavel
Arrestem M

Arrest em S depois de um
ciclo

Arrest em G2
Viavel
Arrest em G2
Arrestem M
Arrestem M
Arrest em G2
Viavel
Arrestem M
Viavel
Viavel
Viavel
Viavel
Viavel
Arrestem G1
Viavel
Viavel
Arrestem G1
Arrestem G1

Arrestem G1
Viavel

Arrest na Telofase
Arrest na Telofase
Inviavel
Inviavel

Viavel

Arrest na Metafase
Arrest na Metafase
Inviavel

Inviavel

Arrestem S
Viavel

Viavel
Arrest na Tel6fase

Viavel

Arrest em G2
Viavel

Arrest em G2
Arrest na Telofase
Arrest na Telofase
Inviavel

Viavel

Arrest na Metafase
Viavel

Viavel

Viavel

Inviavel

Viavel

Arrestem G1
Viavel

Viavel

Inviavel

Inviavel

Inviavel
Viavel



Cln1/2-A|CIn3-A|GAL-
Cln2*

CIn1/2-A|CIn3-A]Mc-Clb5

CIn1/2-A|CIn3-A|Sicl-A
CIn1/2-A|CIn3-A|Whi5-A
CIn1/2-A|GAL Sicl
CIn1/2-A|GAL-CIn2|GAL-
Sic1/Cdh1-A
CIn1/2-A|GAL-Sic1|GAL-
Cln1/2

CIn1/2-A[Sicl-A

CIn3-A

CIn3-A|Cln1/2-A|GAL-
CIn3|Cdc14-ts
CIn3-A[Whi5-A
Cohesin-A (Mcd1p)
(GUACCIi et al. 1997)

Dbf4-A (KITADA et al.,
1992)

Espl-A
GAL-CIb2|Swi5-A
GAL-CIb5
GAL-Sicl
GAL-Sicl-db-A
GAL-Cdc14
GAL-CIb2|Cdh1-A
GAL-CIb2|Sicl-A
GAL-CIb5|Cdh1-A
GAL-CIb5|Sicl-A

GAL-CIn3
GAL-Teml

Mad2-A

Mad2-A - nocodazole
Mad2-A|GAL Teml -
nocodazole
Mad2-A[Pds1-A -
nocodazole

Mecl-A

Mob1-A (LUCA; WINEY,
1998)
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Arrestem G1

Viavel

Viavel
Arrestem G1
Arrestem S
Viavel

Viavel

Viavel

Viavel

Arrestem S

Viavel
Arrest in G2

Arrestem S

Arrest in G2
Arrestem M
Viavel
Viavel
Arrestem G1
Arrest em G2
Arrestem M
Arrestem M
Viavel
Arrestem G1
Viavel
Viavel
Viavel
Viavel
Viavel

Viavel

Viavel

Arrestem M

Viavel

Viavel

Viavel
Inviavel
Inviavel
Viavel

Viavel

Viavel

Viavel

Inviavel

Viavel
Inviavel

Inviavel

Inviavel

Arrest na Telofase
Viavel

Viavel

Arrestem G1
Inviavel

Arrest na Telofase
Arrest na Telofase
Viavel

Inviavel

Viavel

Viavel

Viavel

Viavel

Viavel

Viavel

Viavel

Inviavel



GAL-Mpsl (HARDWICK
etal., 1996)

Mpsl-A (SCHUTZ
‘WINEY, 1998)
GAL-Net1

Netl-A

Netl-A - nocodazole
ORC-A (GIBSON et al.,
2006)

Pds1-A

Pds1-A - nocodazole
PP2A/Cdc55-A (HEALY
etal., 1991)

Rad53-A (NEECKE et al.,
1999)

SBF-MBF-A

SBF-A

SBF-A|Sicl-A

Sicl-A
Sic1-A|Cdc6-A2-49

Sicl-A|Cdhl-A
Sic1-A|Cdh1-A|GAL-
Cdc20

SIk19-A (RICHMOND et
al., 2013)

GAL-Swel

Swi5-A

TABG6-1|Clbl

TAB6-1|CIb5-A

Tah11-A (JACOBSON et
al., 2001)

Whi5-A

a-factor

Viavel
Viavel

Arrestem M
Viavel
Viavel
Arrest in G1

Viavel
Viavel
Viavel
Viavel
Inviavel

Inviavel
Inviavel

Viavel
Viavel

Arrestem M

Arrest em S depois de um
ciclo
Viavel

Arrest em G2
Viavel
Viavel
Viavel
Arrestem S
Viavel
Arrestem G1

Viavel

Viavel

Arrest na Tel6fase
Viavel

Viavel

Inviavel

Viavel

Arrest na Tel6fase
Viavel

Viavel

Arrestem G1
Inviavel
Inviavel

Viavel

Viavel

Inviavel
Viavel
Viavel
Arrest em G2
Viavel
Viavel
Arrestem G1
Inviavel
Viavel
Arrestem G1

Tabela 1S: Todas as mutaces testadas para validar o modelo.
Pelo software GINsim, as equacfes foram escritas para cada n6 do sistema, abaixo

(Tabela S2) estdo todas as equagdes desenvolvidas para 0 modelo. Para um determinado no
assumir um valor, deve haver uma equacdo que indique as condicdes para este valor ser
alcancado. Os simbolos “!”, “&” e “|” sdo os operadores Booleanos NOT, AND e OR

(inclusivo) respectivamente. As linhas que contém

abaixo.
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NO Equacdo
MASS 0 -> MITOSIS_EXIT:2
1->1IMASS & IMITOSIS_EXIT
2 ->MASS:1 | MASS:2
Mcml 0 -> IMASS
2 -> MASS:2
ECB 0->!Mcml
1->Mcml:l
2 ->Mcml:2 | Mcm1:3
CIn3 0->1ECB | Farl
1->ECB:1
2->ECB:2
3->ECB:3
MBF* e SBF* 0 -> (Whi5:1 & ICIn3 & !CIn1_2 & !CIb5_6) | (Whi5:3
& CIn3:1 & ICIn1_2 & !CIb5_6) | (Whi5:3 & CIn3:1 &
Clnl 2:1 & CIb5_6:1) | (Whi5:3 & !CIn3 & CInl 2:1 &
CIb5_6:1) | (Whi5:2 & ICIn3 & !CIn1_2 & !CIb5_6) |
(Whi5:3 & ICIn3 & ICIn1 2 & !CIb5_6) | (Whi5:3 &
Clb5 6:1 & !CIn1_2 & !CIn3) | (Whi5:3 & CIb5_6:1 &
CIn3:1 & !CIn1_2) | (Whi5:3 & CIb5 6:1 & CInl 2:1 &
ICIn3) | (Whi5:3 & ICIn3 & CInl_2:1 & !CIb5_6)
1->(CInl_2:1 & 'Whi5 & CIn3:1) | (CIn1_2:2 & Whi5:2
& CIn3:1) | (CIn1_2:1 & !'Whi5 & !CIn3) | (CIn1_2:2 &
Whi5:2 & ICIn3) | (CIn1_2:1 & Whi5:2 & CIn3:2) | (ICInl1_2
& Whi5 & CIn3:1) | (ICIn1_2 & Whi5:2 & CIn3:2) |
(CIn1_2:2 & Whi5:3 & CIn3:1) | (CIn1_2:2 & Whi5:3 &
CIn3:2) | (CIn1_2:2 & Whi5:3 & CIn3:2) | (CIn1_ 2.1 &
Whi5:3 & CIn3:2) | (CIn1_2:2 & Whi5:3 & CIn3:2) |
(CIn1_2:2 & Whi5:3 & ICIn3) | (!CIn1_2 & Whi5:3 &
CIn3:2) | (CIb5_6:1 & ICIn1_2 & !CIn3)
2 -> (CInl_2:2 & 'Whi5 & ICIn3) | (CIn1_2:2 & 'Whi5
& CIn3:1) | (CIn1_2:2 & 'Whi5 & CIn3:2) | (ICIn1 2 &
IWhi5 & CIn3:2) | (CIn1_2:1 & 'Whi5 & CIn3:2) | (CIn1_2:3
& Whi5:2 & !CIn3) | (CIn1_2:3 & Whi5:2 & CIn3:1) |
(CIn1_2:3 & Whi5:2 & CIn3:2) | (CIn1_2:3 & Whi5:2 &
CIn3:3) | (CIn1_2:1 & Whi5:2 & CIn3:3) | (CIn1_2:2 &
Whi5:2 & CIn3:3) | (ICIn1_2 & Whi5:2 & CIn3:3) |
(CIb5_6:2 & !CInl_2 & !CIn3)
3 -> (CIn3:3 & IWhi5 & !CInl_2) | (CIn3:3 & 'Whi5 &
Clnl_2:1) | (CIn3:3 & 'Whi5 & CIn1_2:2) | (CIn3:3 & 'Whi5
& CIn1_2:3) | (ICIn3 & !Whi5 & CIn1_2:3) | (CIn3:1 &
IWhi5 & CIn1_2:3) | (CIn3:2 & !'Whi5 & CInl_2:3) |
(Clb5_6:3 & !CIn1_2 & !CIn3)
Whi5 0->CIn3:2|CIn1_2:2

2->(1CIn3 & !CIn1_2) | (CIn1_2:1 & CIn3:1)
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Cln1_2 0 ->Farl:1| (SCF_Grrl & ISCB & 'ECB) | (SCF_Grr1:3
& SCB & ECB) | (SCF_Grrl:2 & SCB:2 & ECB:2) |
(SCF_Grrl1:2 & SCB:2 & ECB:1) | (SCF_Grrl:2 & SCB:1 &
ECB:2) | (SCF_Grrl:1 & SCB:1 & ECB:1) | SCF_Grr1:3
1->(ECB:1 & SCB:1 & ISCF_Grrl) | (ECB:1 & !SCB
& !'SCF_Grrl) | (SCB:1 & 'ECB & !SCF_Grrl) | (ECB:2 &
SCB:2 & SCF_Grrl:1) | (ECB:2 & SCB:1 & SCF_Grrl:1) |
(SCB:2 & ECB:1 & SCF_Grrl:1) | (ECB:2 & ISCB &
SCF_Grrl:1) | (SCB:2 & 'ECB & SCF_Grrl:1) | (ECB:3 &
SCB:1 & SCF_Grrl:2) | (ECB:3 & SCB:2 & SCF_Grrl:2) |
(ECB:3 & SCB:3 & SCF_Grrl:2) | (ECB:1 & SCB:3 &
SCF_Grrl1:2) | (ECB:2 & SCB:3 & SCF_Grrl:2)
2 -> (ECB:2 & SCB:2 & ISCF_Grrl) | (ECB:2 & !'SCB
& !SCF_Grrl) | (SCB:2 & 'ECB & !SCF_Grrl) | (ECB:3 &
SCB:3 & SCF_Grrl:1) | (ECB:3 & SCB:1 & SCF_Grrl:1) |
(ECB:3 & SCB:2 & SCF_Grrl:l) | (ECB:1 & SCB:3 &
SCF_Grrl:1) | (ECB:2 & SCB:3 & SCF_Grrl:1) | (ECB:3 &
ISCB & SCF_Grrl:1) | ('ECB & SCB:3 & SCF_Grrl:1) |
(ECB:1 & SCB:2 & ISCF_Grrl) | (ECB:2 & SCB:1 &
ISCF_Grrl)
3 -> (ECB:3 & SCB:3 & !SCF_Grrl) | (ECB:3 & ISCB
& !'SCF_Grrl) | (SCB:3 & 'ECB & !SCF_Grrl) | (ECB:3 &
SCB:1 & ISCF_Grrl) | (ECB:3 & SCB:2 & ISCF_Grrl) |
(SCB:3 & ECB:1 & !ISCF_Grrl) | (SCB:3 & ECB:2 &
ISCF_Grrl)
SCB 1->SBF:1|(MBF:1 & SBF:1)
2 -> SBF:2 | SBF:3 | (MBF:3 & SBF:3)
Fus3 0 -> 'Mating
1 -> Mating
Farl 0 -> 'Fus3 | SCF_Cdc4
1->Fus3 & ISCF_Cdc4
MCB 1->(MBF:1 & SBF:1) | SBF:1
2 -> SBF:2 | SBF:3 | (MBF:3 & SBF:3)
S_proteins 1->SCB:1 & MCB:1
2->(SCB:2 & MCB:2) | (SCB:3 & MCB:3)
SCF_Cdc4 0 -> IS_proteins
1->S proteins:1
2 ->S_proteins:2
3->S_proteins:3
SCF_Grrl 0 -> IS proteins
1->S_ proteins:1
2 -> S _proteins:2
3->S_proteins:3
BUD 0 ->MITOSIS_EXIT:2

1->CInl_2[(Clb5_6 & ICIn1_2) [BUD:1
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Sicl

1 -> (ISwi5 & !Cdcl4 & ICIn1_2 & ISCF_Cdc4) |
(Swi5:1 & !CInl 2 & !Cdcl4) | (Swi5:1 & CInl 2 &
Cdc14:3) | (Swi5:1 & (CInl_2:1 | CIn1_2:2) & Cdcl4:2) |
(Swi5:1 & CInl_2:1 & !Cdc14:1) | (SCF_Cdc4:1 & Swi5:1 &
CIn1_2 & !Cdcl4) | (SCF_Cdc4:2 & Swi5:2 & CInl_2 &
ICdc14) | (SCF_Cdc4:3 & Swi5 & CInl 2 & !Cdcl4) |
(SCF_Cdc4 & (ICIn1_2|CInl_2) & 'Swi5 & !Cdcl4)

2 -> (Swi5:2 & ICIn1 2 & ICdcl4 & !SCF_Cdc4) |
(Swib:2 & CInl_2 & Cdcl4:3 & SCF_Cdc4) | (Swi5:2 &
Clnl 2:1 & Cdcl4:l & (!SCF_Cdc4 | SCF_Cdc4:1)) |
(Swi5:2 & CIn1 22 & Cdcl4:2 & (ISCF_Cdcd |
SCF_Cdc4:1 | SCF_Cdc4:2)) | (Swi5:3 & CIn1_2:1 & ICdc14
& !SCF_Cdc4) | (Swi5:3 & CInl_2:2 & Cdcld:l &
('SCF_Cdc4 | SCF_Cdc4:1)) | (Swis:3 & CIn1_2:3 &
Cdcl4:2 & (!SCF_Cdc4 | SCF_Cdc4:1 | SCF_Cdc4:2)) |
(Swi5:2 & Cdcl4 & !CInl 2 & ISCF_Cdcd) | (Swi5:2 &
Cdc14:1 & !CInl_2 & (SCF_Cdc4:1 | ISCF_Cdc4)) | (Swi5:2
& Cdcl4:2 & !CInl_ 2 & (!SCF_Cdc4 | SCF_Cdc4:1 |
SCF_Cdc4:2)) | (Swi5:2 & Cdcl4:3 & !CInl_2 & SCF_Cdc4)
| (Swi5:2 & Cdc14:2 & (CIn1_2:1|CIn1_2:2 | ICIn1_2))

3 -> (Swib:3 & Cdcl4:3 & (CIn1_2 | !CIn1_2) &
(SCF_Cdc4 | ISCF_Cdc4)) | (Swi5:3 & Cdcl4 & !ICIn1_2 &
(ISCF_Cdc4 | SCF_Cdc4)) | (Swi5:3 & !Cdc14 & ICInl 2 &
ISCF_Cdc4) | (Swi5:3 & Cdc14:2 & (CInl_2:1 | CInl_2:2 |
ICInl 2) & (ISCF_Cdc4 | SCF_Cdc4:1))

Clb5_6

0 -> Sicl:3 | APCC Cdc20:3 | (Sicl:3 &
APCC_Cdc20:3) | (Sicl:i2 & APCC_Cdc20:2) | (Sicl &
APCC_Cdc20 & !'MCB) | (MCB:1 & APCC_Cdc20:1 &
Sicl) | (MCB:1 & APCC_Cdc20 & Sicl:l) | (MCB:1 &
APCC_Cdc20:2 & Sicl) | (MCB:1 & APCC_Cdc20 &
Sicl:2) | (MCB:1 & APCC_Cdc20 & Sicl:3) | (MCB:1 &
APCC_Cdc20:3 & Sicl)

1 -> (MCB:1 & ISicl & 'APCC_Cdc20) | (MCB:2 &
Sicl:1 & IAPCC_Cdc20) | (MCB2 & !Sicl &
APCC_Cdc20:1) | (MCB:3 & Sicl:1 & APCC_Cdc20:1) |
(MCB:3 & Sicl:2 & !APCC_Cdc20) | (MCB:3 & !Sicl &
APCC_Cdc20:2) | (ECB:1 & !Sicl & !APCC_Cdc20 &
IMCB)

2 -> (MCB:2 & ISicl & 'APCC_Cdc20) | (MCB:3 &
Sicl:1 & IAPCC_Cdc20) | (MCB:3 & !Sicl &
APCC_Cdc20:1)

3->MCB:3 & ISicl & !IAPCC_Cdc20

APCC_Cdc20

0->MCC:1

1-> G2 _proteins:1 & IMCC

2 ->G2_proteins:2 & 'IMCC

3 ->G2_proteins:3 & IMCC

Cdc45,

Tahll,

0->1ECB
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Dbf4_Cdc7 e ORC 1->ECB:1
2 ->ECB:2
3->ECB:3
MCM 1->ECB:1 & Dbf4 Cdc7:1
2 ->ECB:2 & Dbf4_Cdc7:2
3->ECB:3 & Dbf4_Cdc7:3
Cdc6 0 -> (SCF_Cdc4:3 & ECB) | (CIb5_6:3 & ECB) |
(SCF_Cdc4:2 & CIb5_6:2)
pre_RC 1 -> (Cdc45:1 & Tahll:l & Cdc6:l & MCM:1 &
ORC:1) | (Cdc45:1 & Tahll & Cdc6 & ORC & MCM) |
(Cdc45 & Tahll:l & Cdc6 & ORC & MCM) | (Cdc45 &
Tahll & Cdc6:1 & ORC & MCM) | (Cdc45 & Tahll &
Cdc6 & ORC:1 & MCM) | (Cdc45 & Tahll & Cdc6 & ORC
& MCM:1)
2 -> (Cdc45:2 & Tahll:2 & Cdc6:2 & ORC:2 &
MCM:2) | (Cdc45:2 & (Tahl11l:3 | Tahll:2) & (Cdc6:3 |
Cdc6:2) & (ORC:3 | ORC:2) & (MCM:3 | MCM:2)) |
((Cdc45:3 | Cdc45:2) & Tahll:2 & (Cdc6:3 | Cdc6:2) &
(ORC:3 | ORC:2) & (MCM:3 | MCM:2)) | ((Cdc45:3 |
Cdc45:2) & (Tahll:3 | Tahll:2) & Cdc6:2 & (ORC:3 |
ORC:2) & (MCM:3 | MCM:2)) | ((Cdc45:3 | Cdc45:2) &
(Tah11:3 | Tahll:2) & (Cdc6:3 | Cdc6:2) & ORC:2 &
(MCM:3 | MCM:2)) | ((Cdc45:3 | Cdc45:2) & (Tahl11:3 |
Tahll:2) & (Cdc6:3 | Cdc6:2) & (ORC:3 | ORC:2) &
MCM:2)
3->Cdc45:3 & Tah11:3 & Cdc6:3 & ORC:3 & MCM:3
ARS 1->pre_RC:1
2 ->pre_RC:2
3->pre_RC:3

DNA_Replication

0->MITOSIS_EXIT:2

1 -> ((CIbl_2:2 | CIb1_2:3) & ARS) | ((Clb5_6:2 |
CIb5 6:3) & ARS) | DNA Replication:1 | (Clbl_2:1 &
Clb5 6:1 & ARS)

Spindle

0->MITOSIS_EXIT:2

1 -> Cohesitl &  (IMITOSIS_EXIT |
MITOSIS_EXIT:1) & (ISpindle | Spindle:1)

2 -> (Spindle:l & !Cohesin & (IMITOSIS_EXIT |
MITOSIS_EXIT:1)) | (Spindle:2 & (MITOSIS_EXIT:1 |
IMITOSIS _EXIT) & (Cohesin | ICohesin))

Clb1_2*

0 -> ICakl | IMCB | Swel:3 | APCC_Cdc20:3 |
APCC_Cdh1:3 | Sic1:3 | (MCB:2 & Cakl & APCC_Cdh1:2) |
(MCB:2 & Cakl & ((Sicl:2 & APCC_Cdc20:1) | (Sicl:2 &
APCC_Cdc20:2))) | (MCB:2 & Cakl & Swel:2) | (MCB:1 &
Cakl & APCC_Cdh1:1) | (MCB:1 & Cakl & Swel)
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1->(MCB:1 & Cakl & !APCC_Cdhl & (!Sicl | (Sicl:1
& !'APCC_Cdc20) | (Sicl:2 & 'APCC_Cdc20)) & !Swel &
('APCC_Cdc20 | APCC_Cdc20:1 | APCC_Cdc20:2)) |
(MCB:2 & Cakl & APCC_Cdhl:l & (IAPCC_Cdc20 |
APCC_Cdc20:1 | APCC_Cdc20:2)) | (MCB:2 & Cakl &
Swel:l & (APCC_Cdc20 | APCC_Cdc20:1 |
APCC_Cdc20:2)) | (MCB:3 & Cakl & APCC_Cdhl:2 &
(TAPCC_Cdc20 | APCC_Cdc20:1 | APCC_Cdc20:2)) |
(MCB:3 & Cakl & ((Sicl:2 & APCC_Cdc20:1) | (Sicl:2 &
APCC_Cdc20:2)) & ('APCC_Cdc20 | APCC_Cdc20:1 |
APCC_Cdc20:2)) | (MCB:3 & Cakl & Swel2 &
(TAPCC_Cdc20 | APCC_Cdc20:1 | APCC_Cdc20:2)) |
(MCB:1 & Cakl & !APCC Cdhl & ((Sicl:il &
APCC_Cdc20:1) | (Sicl:1 & APCC_Cdc20:2)) &
('APCC_Cdc20 | APCC_Cdc20:1 | APCC_Cdc20:2) &
ISwel)

2 -> (MCB:2 & Cakl & 'APCC_Cdhl & (ISicl | (Sicl:1
& APCC_Cdc20) | (Sicli2 & !APCC_Cdc20)) &
(IAPCC_Cdc20 | APCC_Cdc20:1 | APCC_Cdc20:2) &
ISwel) | (MCB:3 & Cakl & APCC Cdhlil &
(IAPCC_Cdc20 | APCC_Cdc20:1 | APCC_Cdc20:2)) |
(MCB:3 & Cakl & Swel:l & (!APCC_Cdc20 |
APCC_Cdc20:1 | APCC_Cdc20:2)) | (MCB:2 & Cakl &
IAPCC_Cdhl & ((Sicl:1 & APCC_Cdc20:1) | (Sicl:il &
APCC_Cdc20:2)) & (IAPCC Cdc20 | APCC_Cdc20:1 |
APCC_Cdc20:2) & 1Swel)

3->(MCB:3 & Cakl & 'APCC_Cdhl & (!Sicl | (Sicl:1
& IAPCC_Cdc20) | (Sicl:i2 & !APCC_Cdc20)) &
(APCC_Cdc20 | APCC_Cdc20:1 | APCC_Cdc20:2) &
ISwel) | (MCB:3 & Cakl & !APCC Cdhl & ((Sicl:l &
APCC_Cdc20:1) | (Sicl:l & APCC_Cdc20:2)) &
(TAPCC_Cdc20 | APCC_Cdc20:1 | APCC_Cdc20:2) &
ISwel)

Mihl* 0 ->!S proteins
1->S proteins:1
2 ->S_proteins:2
3->S_proteins:3
Cak1l* 1->S proteins
Swi5 0 -> (G2 proteins:l & Cdcld:l & Cilbl 2:2) |

(G2_proteins:1 & Cdcl4:1 & Clbl_2:3) | (G2_proteins:1 &
Cdcl4:2 & CIbl_2:3) | (G2_proteins:i2 & Cdcld:l &
Clbl_2:3) | (G2_proteins:2 & !Cdcl4 & Clbl_2:2) |
(G2_proteins:1 & !Cdcl4 & Clbl 2:3) | (G2_proteins:3 &
ICdc14 & ClIbl_2:3) | (G2_proteins:1 & 'Cdcl4 & Clbl_2:2)
| (G2_proteins:1 & !Cdcl14 & Clbl_2:3)
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1 -> (G2 proteins:l & !Cdcl4 & IClbl 2) |
(G2_proteins:1 & Cdcl4:1 & Clbl_2:1) | (G2_proteins:1 &
Cdcl4:2 & CIbl_2:2) | (G2_proteins:1 & Cdcl4:3 & Clbl 2)
| (G2_proteins:2 & Cdcl4:1 & Clbl_2:2) | (G2_proteins:2 &
Cdcl4:2 & CIbl _2:3) | (G2 _proteins:3 & Cdcld:l &
Clbl_2:3) | (G2_proteins:2 & !Cdcl4 & Clbl_2:1) |
(G2_proteins:1 & Cdcl4 & !Clbl 2) | (G2_proteins:l &
Cdcl4:2 & Clbl 2:1)

2 -> (G2 proteins:2 & Cdcl4 & IClbl 2) |
(G2_proteins:2 & Cdcl4:1 & Clbl_2:1) | (G2_proteins:2 &
Cdcl4:2 & CIbl_2:1) | (G2_proteins:i2 & Cdcld:2 &
Clbl _2:2) | (G2_proteins:2 & Cdcl4:3 & Cilbl 2) |
(G2 _proteins:3 & Cdcl4:1 & Clbl _2:2) | (G2_proteins:3 &
Cdcl4:2 & Clbl 2:3)

3 -> (G2 proteins:3 & !Cdcl4 & !Clbl 2) |
(G2_proteins:3 & Cdcl4:3 & Clbl 2) | (G2_proteins:3 &
Cdcl4:1 & CIbl 2:1) | (G2 _proteins:3 & Cdcld:2 &
ClIbl 2:2) | (G2_proteins:3 & Cdc14:2 & Clbl_2:1)

Swel *

0 -> (S_proteins & Hsl1:3 & Cdc5:3 & (Gin4 | !Gin4) &
('Kcced | Keed)) | (S_proteins:1 & Hsll:1 & Cdc5 & (Gin4g |
IGin4) & ('Kccd | Keed)) | (S_proteins:1 & Hsll & Cdc5:1 &
(Gin4d | 1Gin4) & ('Kcc4 | Keed)) | (S_proteins:2 & Hsll1:2 &
(Cdc5:2 | Cdch:3) & (Gind | !1Gind) & ('Kced | Keed)) |
(S_proteins:2 & (Hsl1:2 | Hsl1:3) & Cdc5:2 & (Gin4 | IGin4)
& ('Kccd | Keed))

1 -> (S_proteins:1 & 'Hsl1l & !Cdc5 & 'Kced & 1Gind) |
(S_proteins:1 & ((Hsl1:2 & !'Cdc5) | (Hsll:1 & !Cdch) |
("Hsll & Cdc5:1) | ('Hsl1 & Cdc5:2)) & (Kced:1 | 'Keced |
Kccd:2) & (Gind:1 | 'Gind | Gin4:2)) | (S_proteins:2 & Hsl1:1
& Cdc5:1 & (Kced:1 | Keed:2 | 'Keed) & (Cdce5:1 | Cde5:2 |
ICdc5)) | (S_proteins:2 & Kccd:3 & Gind:3 & (Hsll:1 |
IHsI1) & (!Cdc5 | Cdc5:1))

2 -> (S_proteins:2 & 'Hsll & 'Cdc5 & 'Kced & 'Gind) |
(S_proteins:2 & ((Hsl1:2 & !Cdc5) | (Hsll:1 & !Cdc5) |
("Hsll & Cdc5:1) | ("Hsl1 & Cdc5:2)) & (Kcced:1 | 'Keced |
Kccd:2) & (Gind:1l | 1Gind | Gin4:2)) | (S_proteins:3 &
((Hsl1:1 & Cdc5:1) | (Hsl1:2 & Cdc5:1) | (Hsl1:1 & Cdc5:2))
& (Kcc4:1 | Keed:2 | 1Keed) & (Gind:1 | Gind:2 | '1Gind)) |
(S_proteins:3 & Kccd:2 & Gind:3 & (Hsll:1 | Hsll) &
(Cdc5:1 | 'Cdch)) | (S_proteins:3 & Kccd:3 & Gind:2 &
(Hsl1:1 | 'Hsl1) & (Cdc5:1 | !Cdch)) | (S_proteins:3 & Hsl1:2
& Cdc5:2 & (Kced:1 | Keed:2 | 'Keed) & (Cdce5:1 | Cdces:2 |
1Cdch))

3 -> (S_proteins:3 & !'Hsll & !Cdc5 & 'Kced & 1Gind) |
(S_proteins:3 & ((Hsl1:2 & !Cdc5) | (Hsll:1 & !Cdc5) |
(Hsl1 & Cdc5:1) | ('Hsl1 & Cdc5:2)) & (Kcc4d:1 | 'Kceced |
Kccd:2) & (Gind:1]!Gin4 | Gind:2))

Bubl, Mpsl, Bub3

0 -> IUnattached_Kinetochores
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e Mad3

1 -> Unattached_Kinetochores:1

2 -> Unattached _Kinetochores:?2

Madl Mad?2 0 ->!Mpsl
1->Mpsl:1
2 -> Mpsl:2
MCC 0 -> (Spindle:1 & Bubl:1 & Madl Mad2:1 & Bub3:1 &
Mad3:1) | (Spindle:2 & Bubl:1 & Madl Mad2:1 & Bub3:1
& Mad3:1)
1 -> (Madl_Mad2:1 & Mad3:1 & Bub3:1 & Bubl:l &
ISpindle) | (Madl Mad2:2 & Mad3:2 & Bub3:2 & Bubl:2)
Cohesin 0 -> Espl:2 | Espl:3 | IDNA_Replication

1 -> DNA _Replication & (1Espl | Espl:1)

Kcc4, Gind e Hsll

0 ->!S proteins

1->S_proteins:1

2 ->S_proteins:2

3->S_proteins:3

Cdch

1 -> (G2 _proteins:1 & 'APCC_Cdhl) | (G2_proteins:2 &
APCC_Cdh1:1) | (G2_proteins:3 & APCC_Cdhl:2)

2 -> (G2_proteins:2 & 'APCC_Cdhl) | (G2_proteins:3 &
APCC _Cdhl:1)

3 -> G2 _proteins:3 & !APCC_Cdhl

Cdc14*

0 -> (Netl:3 & Dbf2 Mobl:1) | (Netl:3 &
Dbf2_Mob1:2) | ('Dbf2_Mobl & Netl:1) | (Netl &
IDbf2_Mobl) | (Netl:1 & Dbf2_Mobl:1) | (Netl:2 &
Dbf2_Mob1:2) | (Netl:3 & Dbf2_Mob1:3)

1 -> (Dbf2_Mob1:1 & INetl) | (Dbf2_Mob1:2 & Netl:1)
| (Dbf2_Mob1:3 & Net1:2)

2 -> (Dbf2_Mob1:2 & INetl) | (Dbf2_Mob1:3 & Netl:1)

3 ->Dbf2_Mob1:3 & !'Netl

G2_proteins

2 -> DNA_Replication

Netl

0 ->1G2_proteins | IPP2A

1->PP2A & G2_proteins:1

2 -> PP2A & G2_proteins:2

3 ->PP2A & G2_proteins:3

PP2A

0 -> (G2 _proteins:1 & SIk19) | (G2 _proteins:i2 &
SIk19:2) | (G2_proteins:2 & SIk19:3) | (G2_proteins &
S1k19:3)

1 -> (G2_proteins:1 & !SIk19) | (G2_proteins:2 &
S1k19:1) | (G2_proteins:3 & SIk19:2)

2 -> (G2 _proteins:2 & 1SIk19) | (G2_proteins:3 &
S1k19:1)

3 ->(G2_proteins:3 & ISIk19

SIk19

1->Espl:l & G2_proteins:1

2 -> Espl:2 & G2_proteins:2
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3 ->Espl:3 & G2_proteins:3

Pdsl

0 -> (G2 _proteins:1 & APCC _Cdc20 & !IChkl) |
(G2_proteins:2 & APCC_Cdc20:2 & IChk1) | (G2_proteins &
APCC_Cdc20:3 & !Chk1)

1 -> (G2_proteins:1 & 'APCC_Cdc20) | (G2_proteins:2
& APCC_Cdc20:1 & !Chkl) | (G2 _proteins:3 &
APCC_Cdc20:2 & IChk1)

2 -> (G2_proteins:2 & 'APCC_Cdc20) | (G2_proteins:3
& APCC _Cdc20:1) | (G2_proteins:2 & 'APCC _Cdc20 &
Chk1) | (G2_proteins:3 & APCC_Cdc20 & Chk1)

3 -> (G2_proteins:3 & !APCC_Cdc20 & !Chkl) |
(G2_proteins:3 & 'APCC_Cdc20 & Chk1)

Chk1

0 -> Spindle & Mec1:1

1->Mecl:1 & !Spindle

2 -> Mecl:2

APCC_Cdhl

0 ->1Cdc14

1->Cdcl4:1

2 ->Cdcl4:2

3 ->Cdcl14:3

Bfal_Bub2

0 -> (Cdc5:2 & Misaligned_Spindle) | (Cdc5:3 &
Misaligned_Spindle) | (Spindle:1 & Misaligned_Spindle:1) |
(Spindle:2 & Misaligned_Spindle:1)

1 -> Misaligned_Spindle:1 & !Spindle & !Cdcb5

2 -> Misaligned_Spindle:2 & !'Cdc5

Mecl

1 ->DNA_Damage:1

2 -> DNA_Damage:2

Teml

0 ->Bfal_Bub2:1|Bfal_Bub2:2

1-> G2 _proteins:1 & !'Bfal Bub2

2 -> G2_proteins:2 & 'Bfal_Bub?2

3 -> G2 _proteins:3 & !Bfal Bub2

Cdc15

0 -> Rad53:1

1->Teml & G2_proteins:1

2 ->Teml & G2_proteins:2

3->Teml & G2_proteins:3

Dbf2_Mob1

1->Cdcl5:1 & G2_proteins:1

2 ->Cdc15:2 & G2_proteins:2

3 ->Cdcl5:3 & G2_proteins:3

Rad53

0 -> Spindle & (IDNA_Damage | DNA_Damage:1)

1 ->DNA_Damage:1 & ISpindle

2 -> DNA_Damage:2

MITOSIS_EXIT

0 ->!Spindle | 1BUD | IDNA_Replication

1 -> (Spindle:2 | Spindle:l) & BUD:1 &
DNA_Replication:1 & (Clbl_2:1|Clbl _2:2 | Clbl_2:3)

2 -> Spindle:2 & BUD:1 & DNA _Replication:l &
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ICIbl_2 & MITOSIS_EXIT:1

Tabela S2: Equacles para cada valor de cada n6 do sistema. Na primeira coluna estdo os nés do
sistema, na segunda, estdo todas as equacfes de determinado nd, e cada valor que ele atinge pela equacdo. Os

(1% 2}

numeros apds um no6 na segunda coluna, seguindo *“:”, indica o valor do né regulador, caso ndo tenha nenhum,
indica que pode ser qualquer valor possivel.

Em relacdo as equagdes de MBF e SBF, Whi5 nédo é capaz de inibir completamente
SBF ou MBF, pois, mesmo quando Whi5 é superexpresso, ndo causa um arrest ou inibe a
acao destas outras proteinas, apenas causa um aumento no tamanho celular (NASH et al.,
2001). Como explicado na introducdo, Clb5p é capaz de causar o START do ciclo, este
efeito foi modelado apenas na auséncia de CIn1/2 ou CIn3, por este motivo que, na
equacao, CIb5/6 s6 tem efeito na auséncia destes dois.

Tratando de Clb1/2, quanto a sua inativacdo, sabe-se que a degradacao pelo complexo
APC é necessaria para a saida da mitose, logo, apenas Sicl ndo é capaz de realizar esse
feito. Para resolver esta questdo, na equacdo, € necessario que pelo menos um complexo
APC esteja ativo (APCC_Cdc20 ou APCC_Cdhl) (WASH; CROSS, 2002). Além disso,
inicialmente Mihl possuia um papel na rede, no entanto, como descrito por Davidich e
Bornholdt (2008), este homologo em S. cerevisiae € insignificante para o ciclo, portanto,
ndo possui presenca nas equagdes de Clb1/2, mas foi deixado no modelo para, caso novos
estudos aparecam, modifica-lo se necessario. Como nao haviam muitas informacdes sobre
Cak1 e sua relacdo com Clb1/2, e como sabe-se que o fenétipo de S. cerevisiae sem ele é
nulo (GIAVER et al., 2002), foi colocado no sistema como varidvel Booleana essencial
para a atividade de Clb1/2.

Para a degradacdo completa de Swel foi designado que ha a necessidade da presenca
de Hsll e Cdc5 (LIU; WANG, 2006). Kccd e Gind, por falta de informacdes adicionais,
foram designados apenas como elementos capazes de diminuir Swel, porém, incapazes de
degrada-los completamente.

Em Cdcl14, como explicado em Resultados e Discussfes, hd uma dependéncia em
Dbf2_Mobl, ativado por Cdcl5; no entanto, sabe-se que hd maneiras de se “burlar” esta
necessidade de Cdcl5 para a liberacdo de Cdcl4 (SHOU; DESHAIES, 2002). Portanto,
esta equacdo ndo esta de pleno acordo com a literatura, necessitando de um estudo mais
afundo e novas modificacOes estruturais.

No software GINsim existe um tipo especial de representacéo para expressoes logicas,
para cada valor do n6 existe uma expressao que torna aquele valor verdadeiro, por exemplo,

para Gin4 obter o valor “1” € preciso que o n6 “S_proteins” tenha o valor “1” e que o n6
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“Inc_10027” esteja ausente, portanto, a expressao ldgica nesse caso seria 1 — S_proteins: 1

& 'Inc_10027.

Tabela S3: Equacdes (a direita) para as interacGes dos nds (a esquerda) com os IncRNAs de cada

linhagem. Os simbolos “&”, “!” e “|” representam, respectivamente, os operadores booleanos AND, NOT e

OR. Os numeros antes das equagdes sdo os valores que 0 n6 assume quando a funcdo Booleana da equagao é

verdadeira.

Gind (Inc_10027 - BY4742)

0 — IS _proteins | Inc_10027:3 |
(S_proteins:1 & Inc_10027) | (S_proteins:2 &
Inc_10027:2)

1 — S_proteins:1 & !Inc_10027

2 — (S_proteins:2 & !Inc_10027) |
(S_proteins:2 & linc_10027) | (S_proteins:2 &
Inc_10027:1) | (S_proteins:3 & Inc_10027:2)

3 — S_proteins:3 & !Inc_10027

Gin4 (Inc_9136 - SEY6210)

0 — IS _proteins | Inc_9136:3 | (S_proteins:1
& Inc_9136) | (S_proteins:2 & Inc_9136:2)

1 — S_proteins:1 & !Inc_9136

2 — (S_proteins:2 & !Inc_9136) |
(S_proteins:2 & !Inc_9136) | (S_proteins:2 &
Inc_9136:1) | (S_proteins:3 & Inc_9136:2)

3 — S _proteins:3 & !Inc_9136

Hsl1 (Inc_6374 — BY4742)

0 — !S_proteins | Inc_6374:3 | (S_proteins:1
& Inc_6374) | (S_proteins:2 & Inc_6374:2)

1 — S _proteins:1 & !'Inc_ 6374

2 — (S_proteins:2 & !Inc_6374) |
(S_proteins:2 & !Inc_6374) | (S_proteins:2 &
Inc_6374:1) | (S_proteins:3 & Inc_6374:2)
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3 — S _proteins:3 & !Inc_ 6374

Hsl1 (Inc_9136 — SEY6210) 0 — IS_proteins | Inc_9136:3 | (S_proteins:1

& Inc_9136) | (S_proteins:2 & Inc_9136:2)

1 — S_proteins:1 & !Inc_9136

2 — (S_proteins:2 & !Inc_9136) |
(S_proteins:2 & !Inc_9136) | (S_proteins:2 &
Inc_9136:1) | (S_proteins:3 & Inc_9136:2)

3 — S _proteins:3 & !Inc_9136

Bubl (Inc_10883 — BY4742) 0— Inc_10883:3 |

(Unattached_Kinetochores:1 & Inc_10883:2)

1 — (Unattached_Kinetochores:1 &
lInc_10883) | (Unattached Kinetochores:2 &
(Inc_10883:1 | Inc_10883:2))

2 — Unattached_Kinetochores:?2

Tabela S4: ODEs utilizadas para a modelagem quantitativa da rede envolvendo Adh2p.

Heml d[Hcm1] .
T = kSpem1 — kdpema * [Hem1] — klhsfl * [Hsf1]
Cat8 d[Cat8
e [dt | = kScqrs — Kdcarg * [Cat8] — ke * [LncRNA] * [Cat8]
Ixrl d[Ixrl]
dt = ksixrl + ksshsfl * [HSfl] - kdixrl * [Ixrl]
Adrl d[Adrl]
T kSaar * [Adr1l] + ksSpema * [Hem1] — kd g * [Adrl]
Adh2 d[Adh2] )
Q- kSaanz + kSScars * [Cat8] + kssqgr1 * [Adr1l] — kijerq

* [Ixr1l] — kd e * [Adh2]
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L d[Lnc
nc [dt | = kS + ksshsfl « [Hsf1] — kay,. * [Cat8] * [Adrl] — kinrpl
* [Nrpl] — kdjye * [Lnc]
Hsfl d[Hsf1]
dt = kshsfl - kdhsfl * [Hsf1]
Nrpl d[Nrp1]
dt = ksnrpl - kdnrpl * [Nrpl]
Prm4 d[Prm4
rm [ o ] = KSprma t KkSScqrg * [Cat8] + ksSiyyq * [Ixr1] + kdprma
* [Prm4]

Tabela S5: Parametros utilizados nas ODEs. “ks” € a sintese basal, “kss” é a sintese
mediada por fatores de transcrigdo, “ki” e “kd” s@o as taxas de inibi¢do e degradacdo
respectivamente, ¢ “ka” € a taxa de associa¢do para formagao de complexos proteicos.

Hcm1 Cat8 Adr1 Adh2 Ixr1 Nrp1 Lnc Prm4 Hsf1
ks 0.0013 0.0013 0.0013 0.0013 0.0013 0.0013 0.0013 0.0013 0.0013
kss 0.0041 0.0041 0.0041 - 0.0041 - - - 0.0041
ka - - - - - - 0.66 - -
ki - - - - 0.002 0.002 - - 0.002
kd 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002
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