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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’ 
- Izaro, Path Of Exile.
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Resumo 

A intensa utilização de combustíveis fósseis gera preocupações constantes devido aos 

impactos de sua combustão ao meio ambiente. Os biocombustíveis são uma alternativa 

viável aos combustíveis fósseis por apresentarem vantagens como serem menos agressivos 

ao meio ambiente. O bioetanol é um dos biocombustíveis mais utilizados no mundo e sua 

produção pode ser feita pela fermentação realizada pela levedura Saccharomyces 

cerevisiae. No entanto, altas concentrações de etanol inibem diversos mecanismos 

biológicos da levedura, causando a diminuição 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 presença de lncRNAs regulando esta via em duas linhagens de S. 

cerevisiae, a BY4742 e SEY6210. Utilizando operadores Booleanos, um modelo lógico 

discreto foi desenvolvido para o ciclo celular no qual os nós do sistema assumem até quatro 

valores discretos que representam a quantidade ou o grau de ativação desses nós. O modelo 

desenvolvido apresentou boa performance preditiva, acertando 87.27% dos 109 fenótipos 

obtidos da literatura, tornando possível a simulação de novos elementos. Experimentos 

prévios demonstraram que as leveduras de baixa tolerância ao etanol conseguem retomar o 

crescimento mais rápido do que as de alta tolerância. Nesse trabalho, simulações feitas com 

dados de expressão diferencial via RNA-Seq permitiu inferir que isso ocorre porque as 

linhagens de baixa tolerância sofrem arrest na última 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 tolerância) a presença de um lncRNA 

superexpresso permite que esta linhagem complete o ciclo sem sofrer arrest. Até o 

momento, o modelo aqui desenvolvido contempla o maior número de proteínas do ciclo 

celular.  

 
Palavras-chave: Modelagem lógica, Bioinformática, Ciclo celular, Saccharomyces 
cerevisiae, RNAs longos não codificantes, Tolerância ao etanol 
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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 lncRNAs 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 lncRNA 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. Introdução 

Neste tópico serão abordados os temas relacionados a esta pesquisa com o intuito de 

demonstrar sua relevância e prover aos leitores informações suficientes para compreender o 

trabalho. Portanto, será feita uma revisão sobre bioetanol e seu papel no cenário econômico 

e ambiental atual, seguido por explanações do funcionamento do ciclo celular em 

Saccharomyces cerevisiae e sua relação com a produção de etanol. Dessa forma, será 

possível compreender como a modelagem pode ajudar no estudo do ciclo celular e, 

consequentemente, na melhora da produção do bioetanol. Uma revisão sobre modelagem 

matemática de redes também é apresentada para demonstrar suas funções no estudo de 

sistemas complexos e como ela pode ser útil para este fim. Finalmente, uma revisão sobre 

RNAs Longos Não Codificantes (lncRNAs) também está presente neste texto, permitindo 

compreender o papel deles no modelo e como eles podem afetar a função de proteínas. 

1.1. Bioetanol 

A intensa utilização de combustíveis fósseis demandada pela necessidade de 

desenvolvimento econômico dos países tem causado uma diminuição progressiva na 

disponibilidade destes recursos não renováveis gerando problemas econômicos e políticos e 

tende a piorar em longo prazo. Além disso, é consenso na literatura que estes combustíveis 

são a principal causa das mudanças climáticas (RASS-HANSEN et al., 2007; 

SRIVASTAVA et al., 2015). As preocupações acerca do futuro dos combustíveis fósseis e 

o entendimento dos impactos de sua combustão ao meio ambiente torna necessário o estudo 

de combustíveis alternativos, procurando aqueles que sejam renováveis e menos agressivos 

ao meio ambiente. Os biocombustíveis são uma alternativa viável e apresentam vantagens 

quando comparados aos combustíveis fósseis, tais como: 1- são extraídos de biomassa; 2- 

são biodegradáveis e, portanto, mais sustentáveis; 3- sua combustão não interfere no ciclo 

do dióxido de carbono; 4- são menos agressivos ao meio ambiente (GAURAV et al., 2017). 
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Atualmente, os biocombustíveis mais comuns incluem o bioetanol e biodiesel. A 

produção destes combustíveis é proveniente das plantações de cana-de-açúcar, beterraba, 

soja, batata, entre outras (GHADIRYANFAR et al., 2016). O bioetanol é um dos 

biocombustíveis mais utilizados no mundo, principalmente pela possibilidade de misturá-lo 

com a gasolina, diminuindo o custo do produto e as emissões de CO2 (diminuição de 90% 

das emissões de CO2 e 60-80% de SO2 quando misturado com 95% de gasolina) (GUPTA; 

VERMA, 2015). 

No contexto global, há sempre uma tendência de aumento na produção de etanol ao 

longo dos anos, sendo o Brasil e Estados Unidos lideres na produção de etanol (Tabela 1 e 

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

Tabela 1: Produção de bioetanol de diferentes países no período de 2014-2015 (adaptado de 

Niphadkar et al., 2018).  

País Bioetanol em milhões de galões (valor 

aproximado) 

EUA 15.000 

Brasil 65.000 

Europa 1.369 

China 695 

Índia 555 

Canadá 522 

Tailândia  310 

Argentina 160 

Outros 726 

 

Tabela 2: Produção de bioetanol em milhões de galões (valor aproximado) de 2007 a 2013 (adaptado 

de Niphadkar et al., 2018).  

País 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 

Canadá 211 238 291 357 462 449 523 

Outros 315 389 914 985 698 752 1272 
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O Brasil foi recentemente considerado líder global na produção e desenvolvimento 

tecnológico do bioetanol. Atualmente, é o maior produtor de etanol a partir da cana-de-

açúcar. No entanto, como apontado nas tabelas acima, os EUA lidera a produção, sendo que 

somada à produção brasileira atingem 85% da produção mundial de etanol (SALLES-

FILHO et al., 2017). Portanto, visto que o etanol tem uma grande importância econômica e 

ambiental, é essencial estudar maneiras de aumentar sua produção, melhorando assim a sua 

competitividade frente aos combustíveis fósseis. 

1.2. Produção de bioetanol por leveduras 

A produção de bioetanol provém da capacidade das leveduras e outros micro-

organismos em converter moléculas de seis carbonos em moléculas de dois carbonos, 

gerando CO2 e etanol em vez de lactato, como ocorre nos seres humanos. O processo se 

inicia na glicólise, a qual a glicose é degradada por uma série de enzimas gerando duas 

moléculas de piruvato. Os piruvatos são então descarboxilados pela piruvato-descarboxilase 

formando aldeído, o qual é reduzido a etanol pela álcool desidrogenase (Figura 1) 

(NELSON; COX, 2014). 

 

Figura 1: Sequência de transformações 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 disponíveis para a produção do bioetanol, a Saccharomyces 

cerevisiae é 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 o aumento da temperatura e 

concentração de etanol durante o processo fermentativo, causando perdas da viabilidade 

celular e diminuição do crescimento (MOHD AZHAR et al., 2017).  

O etanol em baixas concentrações já é capaz de inibir o crescimento celular, enquanto 

que em altas concentrações os efeitos tóxicos 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 

modificações no metabolismo celular, na biosíntese de macromoléculas, diminuição 

produção de RNAs e proteínas, aumento na frequência de mutações e alteração na 

viabilidade e atividade de proteínas 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 Inibição do crescimento, da divisão 

celular e de sua viabilidade; 

Diminuição do volume celular. 

Metabolismo Diminuição nos níveis de mRNAs e 

proteínas; 

Desnaturação e redução de atividade de 

proteínas; 

Estímulo para produção de proteínas de 

resposta ao estresse. 

Estrutura celular e função de membrana Alteração na morfologia do vacúolo; 

Inibição da endocitose; 

Perda de gradiente eletrostático e força 

próton motriz; 

Inibição de processos de transporte; 

Inibição da atividade H
+
-ATPase;

Aumento na fluidez de membrana. 

Os mecanismos de resposta ao estresse causado pelo etanol são extremamente 

complexos e afetam uma variedade enorme de genes e proteínas. Chandler et al. (2004) 

demonstraram que após uma hora de exposição ao etanol, um total de 374 genes tiveram 

sua transcrição alterada, sendo que 100 genes apresentaram aumento de transcrição 

enquanto que 274 tiveram uma diminuição. O número de genes desregulados varia de 

acordo com o tempo de exposição: após três horas de exposição ao etanol o número de 
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genes superexpressos caiu para 14, e o número de genes subexpressos caiu para 99 

(CHANDLER et al., 2004).  

No trabalho publicado por Teixeira et al. (2009), 254 genes foram identificados como 

responsáveis por atuarem na resistência ao etanol. Analisando a ontologia desses genes 

candidatos, o grupo identificou que a maioria deles está relacionada com os termos: 1- 

organização e biogênese celular; 2- estabelecimento da localização celular; 3- transporte 

intracelular; 4- biogênese e organização de organelas; 5- transporte vacuolar; 6- 

organização e biogênese de peroxissomos; 7- direcionamento de proteínas para o 

peroxissomo; 8- biogênese e organização do endossomo; 9- transcrição pelo promotor da 

RNA polimerase II; 10- biogênese e organização do citoesqueleto (TEIXEIRA et al., 2009). 

Ambos os trabalhos apresentados acima utilizaram dados de microarray para a 

identificação de genes importantes para o mecanismo de resistência ao etanol. Conforme o 

exposto, é possível observar a complexidade desse mecanismo, portanto, estudá-los e 

encontrar maneiras de desenvolver leveduras cada vez mais resistentes é ainda um desafio 

para a comunidade científica. 

A complexidade fica ainda mais evidente quando tratamos de dados de RNA-Seq, nos 

quais a quantidade de dados é claramente muito maior. Wolf (2019), obteve o 

transcriptoma de 6 linhagens de S. cerevisiae tanto na condição controle (sem exposição à 

altos níveis de etanol) quanto tratada. No tratamento citado, foi determinada a quantidade 

máxima de etanol tolerada para cada linhagem, permitindo separá-las em grupos de alta 

tolerância (HT) e baixa tolerância (LT) ao etanol (ALMEIDA, 2017). Observou-se que, em 

média, 50.31% dos genes diferencialmente expressos estão superexpressos e 49.68% estão 

subexpressos nas HTs, enquanto que nas LTs esse número é de 47.76% e 52.23% 

respectivamente (Tabela 4). A análise 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 resistência ao etanol (Tabela 5) (WOLF, 2019). 
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Tabela 4: Valores correspondentes à quantidade de genes diferencialmente expressos para cada 

linhagem (WOLF, 2019). 

Linhagem Grupo Superexpressos Subexpressos Total 

BMA64-1A 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 tolerância Baixa tolerância 

Superexpressos Energia proveniente da 

oxidação de compostos 

orgânicos; 

Resposta a substâncias tóxicas; 

Metabolismo de cofatores; 

Metabolismo de carboidrato 

celular; 

Metabolismo de carboidratos; 

Geração de metabólitos 

precursores e energia; 

Metabolismo da coenzima de 

oxidorredução; 

Metabolismo composto 

contendo pirimidina; 

Reenovelamento de proteínas. 

Transporte por 

transmembrana; 

Crescimento celular; 

Subexpressos Reparo de rupturas na dupla 

fita; 

Mudança na estrutura do 

DNA; 

Segregação cromossômica; 

Regulação biológica; 

Processos celulares. 

Metabolismo de tRNAs; 

Transporte de RNAs; 

Biogênese de complexos 

de ribonucleoproteínas; 

Processos celulares. 

Adicionalmente, foram realizadas análises de enriquecimentos de vias utilizando os 

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

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

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

também morrem menos do que as mais tolerantes (ALMEIDA, 2017). Portanto, está claro 
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que o efeito tóxico do etanol é extremamente complexo, afetando uma variedade enorme de 

processos celulares tornando difícil 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), CDH1 (YGL003C), CLN3 

(YAL040C), SWE1 (YJL187C), GRR1 (YJR090C), SWI4 (YER111C) e SWI6 

(YRL182W), os quais estão presentes na via que controla o ciclo celular em S. cerevisiae, 

já foram descritos na literatura como genes importantes para o crescimento celular na 

presença de etanol na concentração de 11% v/v (KUBOTA et al., 2004). Esta informação 

nos indica que a célula controla a frequência em que se multiplica para contornar o estresse 

a qual está submetida, logo, estudar a fundo essa via é essencial para desenvolver maneiras 

de fazer a célula permanecer viável e se multiplicar mesmo na presença do estresse.  

O ciclo celular foi escolhido como objeto de estudo deste trabalho dado a descoberta 

da sua importância no mecanismo de resposta ao etanol e ao fato de haver quatro lncRNAs 

que interagem com proteínas 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 divisão, a célula cresce continuamente em massa mesmo quando 

o ciclo celular já foi iniciado. Alguns eventos do ciclo ocorrem apenas uma vez na vida da

célula, tais como a replicação do genoma (fase S), a mitose e a divisão celular. Tais eventos 

acontecem dentro de quatro fases: G1 (gap1), S (synthesis), G2 (gap2) e M (mitosis). As 

fase G1 é responsável por preparar a célula para a síntese de DNA (fase S) e a fase G2 

prepara a célula para a mitose (fase M) e divisão celular (ALBERGHINA et al., 2012).  
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5. Conclusões

O modelo desenvolvido nesta dissertação possui o maior número de proteínas 

modeladas para o ciclo celular além de ser o primeiro modelo que contempla lncRNAs 

nesse processo. É também a primeira utilização dos dados de expressão diferencial 

em modelagem para prever fenótipos e testar hipóteses. Portanto, o modelo desenvolvido 

inova ao trazer estes tipos de análise, além de contribuir com um aumento de 

complexidade ao adicionar mais proteínas na modelagem. Além disso, ele apresentou uma 

boa precisão e se mostrou livre de viés. 
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Como o modelo desenvolvido contém as expressões 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 hipóteses, desde que se adequem às limitações do 

modelo.  

De forma geral, as simulações dos fenótipos HT e LT sugerem que as LTs retomam o 

crescimento após o tratamento com etanol de forma mais rápida por estarem mais 

preparadas para realizar a citocinese em relação às HTs, as quais estão paradas antes 

mesmo do START ocorrer. Foi possível observar também que o alto dano ao DNA após o 

tratamento com etanol pode estar relacionado com a inibição das duas ramificações do 

checkpoint responsável pelo reparo, e que a manutenção de pelo menos uma dessas 

ramificações pode ser suficiente para a célula ser capaz de cessar o ciclo e realizar o reparo. 

Os lncRNAs demonstram um potencial de serem importantes para o ciclo celular 

quando tratados como inibidores de seus alvos. De fato, um lncRNA da linhagem SEY6210 

é capaz de livrar esta linhagem do arrest típico do fenótipo. No entanto, para a outra 

linhagem, nenhuma simulação envolvendo os lncRNAs foi capaz de contornar o fenótipo 

característico de HT. Porém, testando isoladamente os efeitos do dano ao DNA, um 

lncRNA presente na linhagem BY4742 demonstrou ser capaz de contornar no arrest 

característico desse fenótipo 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 lncRNAs como inibidores tenham agido de 

forma a favorecer a completude do ciclo celular, a simulação de outros dois lncRNAs que 

interagem com o complexo ORC demonstrou que a inibição desse complexo pode causar 

um arrest em G1. De forma geral, lncRNAs agindo como inibidores aparentam possuir 

muita importância no controle do ciclo celular. 

As análises de docking molecular foram realizadas utilizando softwares que não 

foram desenvolvidos para tratar de lncRNAs, porém, ainda foi possível extrair informações 
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valiosas. Devido ao tamanho do lncRNA, as proteínas conseguiram se ligar a mais de uma 

região da molécula. Além disso, a ligação ocorria preferencialmente nas regiões de dupla 

fita do lncRNA, comportamento que foi encontrado na análise pelo software DRNApred. 

Esse software indicou que ambas as proteínas só conseguem se ligar em duplas fitas e, de 

fato, os resíduos com maior probabilidade de se ligar a DNA eram os mais próximos do 

lncRNA no docking. 

Embora o modelo tenha apresentado bons resultados, vale ressaltar as suas limitações. 

Por ser do tipo lógico, o modelo não é capaz de prever situações dependentes do tempo, tais 

como mutações que levam a uma diferença na massa final da levedura devido ao ciclo ter 

ocorrido mais rápido ou mais devagar que o normal. Também, o fenômeno biológico da 

reduplicação do DNA é extremamente difícil de ser modelado de maneira qualitativa por 

depender da variação da concentração de proteínas específicas em tempo real. Outro ponto 

negativo é a modelagem da intensidade em que algumas proteínas interagem. Por exemplo, 

a “Clb1/2”, a qual possui mais de um inibidor da proteína e cada um deles possui 

intensidades de inibição diferentes. Nesse caso, as expressões criadas foram capazes de 

foram capazes de modelar corretamente o processo, embora sejam extremamente difíceis de 

serem criadas e confusas de se trabalhar além de serem muito extensas (Arquivo 

Suplementar 1).  

A modelagem de sistemas biológicos se mostrou uma ferramenta importante para o 

estudo de dados provenientes de técnicas high-throughput. Com essa abordagem, é possível 

criar novas hipóteses e testar as já existentes de uma maneira sistêmica, evitando o gasto 

desnecessário de tempo e recursos. No entanto, a modelagem de sistemas biológicos, ainda 

está em um estágio inicial, e possui várias limitações no desenvolvimento de modelos mais 

complexos. Embora seja possível extrair informações valiosas de um modelo matemático, 

ele não é o suficiente para provar hipóteses. O futuro da modelagem de sistemas biológicos 

depende da aliança entre predições computacionais seguidas de testes em laboratório. 
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