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Resumo

Sinalização justácrina ê um tipo de sinalização celular, no qual tanto o receptor do
sinal (geralmente uma proteína) quanto o gigante (também geralmente uma proteína,
responsável pela ativação do receptor) estão ancorados nas rnernbranas plasniáticas, de
modo que neste tipo de sinalização a ativação do receptor depende do contado direto
entre as niernbranas das células envolvidas. Sinalização justácrina está presente em di-
versos e importaíites eventos celulares de vários organismos, em especial no processo de
desenvolvimento. Propomos um modelo formal genérico (um /rarrtework de modelagem)
para sistemas de sinalização justácrina, que é uma classe de sistemas dinâmicos discretos.
Ele possui características desejáveis em um bom P'amework de modelagem, tais como: a)
similaridade estrutural com modelos biológicos normalmente utilizados, b) capacidade de
representação modular de sistemas de sinalização, c) capacidade de operar em diferentes
escalas de tempo e d) capacidade de tratar explicitamente tanto os eventos e elementos
moleculares que ocorrem na membrana, quanto aqueles que ocorrem no meio intracelular
e que estão envolvidos no processo de sinalização justácrina. Propomos um método para
identificação de padrões celulares, modulados por int,erações justácrinas, via o cálculo de
atratores em uma subclasse desse /ramework constituída de sistemas dinâmicos discretos
anitos. Desenvolvemos um se/Zmare de suporte à modelagem e à análise de sistemas de
sinalização justácrina neste .Parnework que incorpora o método proposto de identificação
de padrões celulares. Como aplicação, desenvolvemos um novo modelo discreto para a
rede neurogênica e sua participação nã segregação de neuroblastos ern l)rosop/zá/a me/a-
riogasÉer, com o qual reproduzimos íri sílica os mais bem estabelecidos e documentados
experimentou envolvendo os elementos moleculares chave do sistema Delta-Notch, sendo
que os resultados obtidos foram compatíveis com os resultados esperados.



Abstra,ct

JuztacHvLe sigvtalãltg is ivLterceltuEav coram'uTtácütion, iTt whicb thüe receptor of the sigTtal

ltxypicullly a, protein) us Meti a,s the ligaTtd (ako tlypicaltty Q plot,eito, respoxtsible for the
actiuatiovt o.f the receptor) are a tchored ãTt the plasTÍ ü n eTnbraTtes, se that i tais tape oj
sigTtaláng the actiuatioTt of the receptor depevtds Oll dilect coTLtact bet'weeTt the Trteírtb7aTtes

)f the cela,s iTtuotued. JvztacüTLe sigltaling is T)reseTLt in ma uy importavtt celluluT eueTtts

)fseueral Olgurtisms, especiall\l in the deuelopltteTtt pTocess. We pTopose Q geTteüc foTTÍLül
rítodel (o. utod,eliTtg jrameuork) fov ju=tucTiTLe siga,aliTtg s'steTits that is Q class of discTete
llyTLUTnic s\ysteTíts. It possessos de$irable churacteristi,cs ill Q good VTtodeliTtg fruTÍLework,

suco as: a) structural similahtlJ loith biological 'mo(leis, b) capacitlJ of operatãng in aif-
feTent scule$ of tim,e, alta c) capucit\y of ezp\icitlty treating bota the eueTtts Q d molecular
eZemenÉs [Aat occur án [he membrana, aria [#ose fhaÉ occur án ÉAe ínfrace//u/ar enuáronmerzt

and fhaf are amuo/ued án éãe JurÉacdne sãgna/àng process. Me propose a melADa /or ádenÉá-

Rcation oj cela'alar T)ütteT rls, modulated bU jn=ta,cüTLe interactiovts, uia, attractor calc\ lation
In a, subctass of tais jramework comtituted of$nite discreto dynamical saystem. We Lave
deueloped G sbpT)ort soPuare to the modeling and to analUses ofju=ta,chn,e signating sys-
tems in tais frameloork that incofporates the T)roposed method ofidenti$cation of cellular
pütterns. As application, we haue deueloped a, ne\o discreet modem for the neurogenic net-
work alta its participatioTt in the 'rteuroblast segregütioTt iTt DrosoT)hilu, r eLaltogüster, lúth
uhi.ch we reproduced in sílica the bege estabtished u d doculiteltted eWeüTrteTtts iTtuolüng
the keay Tí\otecuta el,emeT\ts oj the Delta-Notch saystem, coTtsideüTtg the obtained resutts
acre compaÉáb/e mata IAe ezpecled resczZ&s.
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Lista de Figuras

Figura 2.1 Um exemplo de reticulado planar de células hexagonais representando as

células da região neurogênica, que é um grupo de células ectodérmicm presentes

durante a neurogênese em D. melanogasler.

Figura 2.2 Todas as células do reticulado contém os mesmos componentes: uma classe

de variáveis de estado associada aos elementos moleculares intracelulares e uma

classe de variáveis de estado associada aos elementos moleculares presentes em cada

uma dm faces (segrrlentos de membrana) da célula. O número de faces depende da

geometria e das dimensões adoradas para o reticulado.

Figura 2.3 As redes intracelular e de membrana são replicados em todas as células e

segmentos de membrana do reticulado e a comunicação entre elas é governada pelas

mesmas regras de transição.

Figura 2.4 A linha tracqada representa a membrana da célula p. As setas representam

as relações de influência entre as classes de variáveis em uma célula p. Por exemplo,

SP --+ J3P significa que SP influencia, de algum modo, BP; esta influência é realizada

através das funções de O. < B >p denota sinalizadores que estão na vizinhança

da célula p. (A): À esquerda, na arquitetura de J-Sgstem onde há estrutura de

membrana explicitamente definida, os sinalizadores -B têm origem nos segmentos de

membrana da própria célula p. (B): À direita, na arquitetura de J-System onde não

há estrutura de membrana explicitamente definida, os sinalizadores B têm origem

na rede intracelular das células vizinhas.
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28
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Figura 2.5 Recorte de três células (p 1, p e p + 1) de um reticulado linear ret,angular.

A linha tracejada representa a membrana dm células. A célula p neste reticulado

tem duas vizinhas: uma à esquerda (p 1) e uma à direita (p + l). .E., GP e S.

denotam, respectivamente, as entradas, o estado dos genes e/ou metabólicos intra-

celulares, e as saída da rede de' regulação gênica da célula p. As setas representam

a.s relações de influência entre as variáveis de estado. (A): Acima, na arquitetura

de J-SysÉe7/t onde há estrutura de membrana explicitamente definida, BP.i denota o

vetar de sinalizadores B da célula p na face á, e, similarmente, .AP,{ denota o vedor de

sinais ambientais .A da célula p na face á. (B): Abaixo, na arquitetura de J-S#sfem

onde não há estrutura de membrana explicitamente definida, os sinalizadores .B têm

origem na rede intracelular das células vizinhas. 40

Figura 3.1 (a): Parte de uma órbita O(z) em um espaço de estados X, onde /2(aç) éo

s-'cessar de /:(z) e a; é a pré-imagem (ou predecessor) de /:(z). (b): O estado y

tem grau de entrada 3. (c): Exemplo de atrator pontual (à esquerda) e periódico (à

direita); (d): Exemplo de atrator periódico corri uma de suas árvores transientes. O

estado # ê um exemplo de estado do tipo Jardárrõ do Éden. (e): Exemplo de bacia de

atração.

Figura 3.2 Nesse exemplo de rede intracelular, os sinais ó0ltl, óljtl, e0ltl, eljtl são lo-

calmente independentes e os sinais g0ltl, gljtl, g2ltl e g3lltj e g4ltl são localmente

regulados. Na rede intracelular expandida é incorporada uma variável para cada si-

nal localmente independente e é deíinda uma função de transição do tipo constante

para cada uma.

Figura 3.3 Recorte de um reticulado linear de células retangulares contendo as células

p -- 1, p e p+ l (as linha tracejadas representam os limites das células) na arquitetura

de J-Syslem onde não há variáveis de estado associadas às membranas das células,

isto é, onde temos 6 = 0. Nesse cmo os sinais externos, oriundos das funções

de vizinhança A na saídas S das células vizinhas, incidem diretamente sobre um

subconjunto y das variáveis de estado da rede intracelular, que representa a "porta"

de entrada dos sinais externos.
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Figura 3.4 Exemplos de vizinhança em reticulados linear e planar. À esquerda, num

reticulado linear quadrado, se p = i temos (lue V(p) = {{ 1,{ + 1} e que y(P) -

{{ -- 2,{ + 2}. Ao centro, num reticulado planar quadrado, se p = ({,J) temos que

y'(P) = {({,.j i),({-i,j),(i,J+i),({+i,.j)} eque\'(P) - {(i,.j-e),(i i,j-

1),({ -- 2,.j),({ -- t,j+ i),({,.j+ 2),({ + i,.j + 1),({+ 2,j),(i+ tj -- 1)}. À direita,

num reticulado planar hexagonal, se p = ({,j) temos que y(p) = {({ -- 1,.i), (i,.i +

i),({+i,.j+i),({+i,.j),({,j l),(á-l,j 1)} equel'(P) - {(i-2,J),({ i,.i+
t),({,.j+2),({+i,j+2),(i+2,.j+2),(i+2,.j+t),(i+2,j),({+i,J i),({,j-
2),({- t,.j-2),(i-2,.j-2),(í-2,.j i)}

Figura 3.5 Um exemplo de árvore de possibilidade para teste e inserção de dois atratores

(al e a2) num reticulado planar de células hexagonais. Suponha que o atrator a2

quando inserido duas vezes no agrupamento de células torna o arranjo inválido.

Todos os erro,njos que contém uma inserção inválida (marcadas com X) e todos

aqueles que dele derivam (subárvores neles enraizadas) podem ser descarnados.

Figura 3.6 Recorte de um reticulado linear de células retangulares contendo as células

p -- 1, p e p+ l (as linhas tracejadas representam os limites dm células) na arquitetura

onde há sinalizadores de membrana explicitamente definidos. Nesse caso, os sinais de

saída da rede intracelular ( S) incidem sobre os sinalizadores de membrana (BO e 23i

nessa geometria de célula) através de yBo e y6i, com yl3o c Bo e PBI C 231, os quais

representam a "porta de entrada" dos sinais externos que operam nos sinalizadores

de membrana. Sobre PBo e y13i também incidem os sinais de saída das redes de

membranas das faces opostas e adjacentes das células vizinhas, que são representados

.SBo e 'S6i. Os sinais de saída S da rede intracelular também incidem sobre PBo e

yZii e as funções de vizinhança A nos sinais de saída das redes de membrana ('SBo e

.S13t) incidem sobre y, o qual, por sua vez, representa a "porta de entrada" da rede

inbracelula,r.
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Figura 3.7 À esquerda, num reticulado linear quadrado, se p = { temos que fP - {0, 1}

e que, por exemplo, para / = 0 n& célula á, ternos /' = 1 na célula ã + 1. Ao centro,

num reticulado planar quadrado, se p = (á,.j) temos que rP ' {0, 1, 2, 3} e que, por

exemplo, para / = 1 na célula (i,.j), temos /' = 3 na célula (í l,j). À direita,

num reticulado planar hexagonal, se p = (á, .j) temos que FP = {0, 1, 2, 3, 4, 5} e que,

por exemplo, para / = 2 na célula (í,.j), temos /' = 5 na célula (á + l,j + l).
79

Figura 4.1 Arquitetura global do soÉware JSS.

Figura 4.2 Exemplo de janelas da aplicação do Wizard

de variáveis e funções.

Figura 4.3 Organização do Simulador Progres

Figura 4.4 Organização do Simulador Regressivo.

Figura 4.5 Fluxo no componente Reversor.
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93representação do Projetor.

Figura 5.1 Elementos básicos da via do Notch. (a): Na ausência de Notch

núcleo, os fatores de transcrição da família CSL associam-se com um complexo co-

repressor (Co-R) e reprimem a transcrição dos genes alvos do Notch. (b): A interação

entre o ligante Delta e o domínio extracelular de Notch leva a clivagens em Notch que

liberam o domínio intracelular de Notch (Notch ra), o qual migra para o núcleo

onde associa-se com um co-ativador (Clo-A). O complexo formado por Notch

e Co-A desíàz a ligação entre Co-R e CSL e atavam a transcrição dos genes alvos do

Notch. 100

Figura 5.2 Aqui elipses i'epresentam mRNAs, retângulos representam proteínas, hexá-

gonos representam complexos proteicos. Notch e DA têm expressão constitutiva,

representadas por ' + --' Notch' e '+ --> DA' , respectivamente. 'X --, Y' denota que

XativaYe'X eY'denotaqueXinibeY.. . . . . .. . . . . . . . . . . . . . . IOI
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Figura 5.3 Exemplo de padronização de precursores neuronais onde verHicamos a ocorrên-

cia de inibição lateral. As células pintadas de branco correspondem aos epidermo-

blastos e as de preto aos neuroblastos.

Figura 5.4 Rede intracelular expandida do sistema Delta-Notch.
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Tabela 5.1 Elementos moleculares essenciais da via do Notch e organismos onde já foram

identificados.

Tabela 5.2 As variáveis da rede intracelular são identiâcadas por inteiros 18, 17, . . . ,0
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Tabela B.l Lista de atratores da rede intracelular. Nas lhas estão representados os

abratores ao, al, . . . a43 e nas colunas as variáveis da rede, m quais são identificadas

pelosinteiros18,17,...,0. . . . . . . . . . . .. .. . . . . . . . . . .. . . . . . 131

Tabela C.l Nas lhas estão as bacia ao,ai, . . .a43 e nas coluna, da esquerda para a

direita: tamanho do período atrator, total de estados na bacia, percentagem do

espaço de estados (considerando penas os estados de saída constante e com expressão

de DA e Notch constitutivas) ocupado pela bacia, número de estados que são do tipo

jardim do Éden na bacia, a densidade dos estados do tipo jardim do Éden na bacia,

máximo nível (altura) nas árvores transientes presentes na bacia e máximo grau de

incidência encontrado na bacia. 133



Lista de Abreviaturas e Siglas

CAM

CM

CSL

EEL

EEG

EGF

TNF

JSS

RBN

RDD

SDF

SLI

SLR

SSJ

molécula de adesão celular

matriz extracelular

família de favores de transcrição contendo os falares CBFI, Su(H) e LAGI

estado estacionário local

estado estacionário global

favor de crescimento epidérmico

favores de nccrose tumoral

simulador de sinalização justácrina

redes Booleanas aleatórias

rede dinâmica discreta

sistema dinâmico discreto anito

sinais localmente independentes

sinais localmente regulados

sistema de sinalização justácrina



Capítulo l

Introdução

A comunição entre células é urn evento observado em organismos unicelulares e mul-

ticelulares, eni vegetais e animais.

Ern organismos unicelulares, como, por exemplo, em leveduras, a comunicação pode

influenciar na proliferação mútua e na preparação da reprodução sexual. Nos organismos

multicelulares a troca de informação entre as células por meio de mo/éczi/as sánaZázado-

ras, também denominadas sinais qu nacos, corresponde ao principal meio de comunicação

entre as células. Essa troca de informação começa nas fases embrionárias iniciais e per-

siste durante toda a vida, desempenhando papel fundamental no desenvolvimento e na

manutenção do organismo (ALBERTS et al., 2002).

Durante o desenvolvimento, estes sinais são essenciais à estruturação do plano do

corpo, à formação e ordenação dos tecidos e órgãos, bem como à coordenação do cres-

cimento e funcionamento de diferentes partes do corpo. Na face adulta eles participam,

de urn modo ou de outro, de praticamente quase todas as atividades e funções celulares

como, por exemplo, metabolismo, reprodução, secreção, fagocitose, apoptose, produção

de anticorpos, etc (WOLPEltT, 2002).

1.1 Sinalização Celular

Na comunicação intercelular, a célula emissora do sinal (molécula sinalizadora) é

costumeiramente conhecida por céZu/a sárzaZizadora e a receptora do sinal por cé/uZa-a/uo.

Em animais superiores, as moléculas sinalizadoras (ou /ágartles) podem ser espécies

moleculares de diversos tipos, como proteínas, pequenas cadeias peptídicas, aminoácidos,
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estereóides, retinóides, nucleotídeos, gases (como óxido nítrico e monóxido de carbono) e

derivados de ácidos graxas (ALBERTS et al., 2002).

Nas células-alvo, os gigantes acoplam-se às moléculas receptoras (ou receptores) e de-

sencadeiam uma resposta nas célula-alvo. Para ser caracterizada como receptor, uma

molécula deve ser capaz de reconhecer um gigante especí6co, e, quando acoplado a ele,

desencadear uma resposta na célula-alvo. Na maioria dos casos, os receptores são pro-

teínas transmembrana (proteínas que permanecem ancoradas na membrana plasniática)

ou moléculas (lue estão no interior das células-alvo.

Os principais mecanismos utilizados pela célula sinalizadora para realizar a emissão

dos sinais são: a) os gigantes são decretados por exocitose; b) os ligantes são liberados

por difusão através da membrana plasmática e c) os ligantes permanecem conectados à

superfície celular, iníiuenciando apenas células-alvo que estabelecem contado direto com

as células sinalizadores.

Os sinais, por sua vez, podem ser recebidos pela células-alvo de duas maneiras: a) os

receptores transmembrana são avivados pelo acoplamento (ó ndáng) a ligantes extracelula-

res, gerando uma cascata de sinais intracelulares que provocam a resposta das células-alvo

e b) os receptores intracelulares são avivados por gigantes que penetram nas células-alvo;

isso exige que estes ligantes sejam suficientemente pequenos e hidrofóbicos a ponto de se

difundiram através da membrana plasmática (ALBERTS et al., 2002).

As formas de comunicação celular são tradicionalmente classificadas em sinalização

autócrina, parácrina, endócrino, sinóptica, sinalização por junções de fenda e sinalização

justácrina. No Apêndice D há um texto introdutório descrevendo brevemente as cinco

primeiras formas de comunicação. Na seção que segue descrevemos sinalização justácrina,

o objeto de estudo deste trabalho.

1.2 Sinalização Celular Justácrina

O conceito fundamental com o qual trabalharemos -- sãnaZãzação jusfácMrza (do inglês

JuzÉacrárze) -- pode ser definido como um tipo de sinalização, baseado no contato célula-

célula, no qual tanto o receptor do sinal (geralmente uma proteína) quanto o ligante

(também geralmente uma proteína, responsável pela ativação do receptor) estão ancorados

nas membranas plasmáticas, de modo que neste tipo de sinalização a ativação do receptor

depende do contado direto entre as membranas (justapostas) dm células envolvidas. Isso
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implica que neste tipo de sinalização os ligantes amuam de modo mais restrito, operando

apenas sobre as células adjacentes (imediatamente vizinhas). Existe uma variedade de

vias de sinalização que são disparadas por ligantes ancorados na membrana (FAGOTTO;

GUMBINER, 1996).

Há casos em que a sinalização justácrina parece uma variante da sinalização parácrina,

nos quais ligantes ancorados na membrana são virtualmente os mesmos que aqueles se-

cretados (corno, por exemplo, fatoies de crescimento), excito pelo fato de que têm urn

domínio de ancoragern. Nesses casos, geralmente os ligantes ancorados são precursores de

formas solúveis que podem ser obtidas facilmente por clivagem proteolítica (MASSAGUÉ;

PANOiELLA, 1993; MASSAGUÉ, 1990).

Em alguma situações, receptores específicos permanecem não afetados pela clivagem

do ligante, de modo que as células sinalizadoras ganham a flexibilidade de usar o mesmo

favor para sinalização de "curto" ou "longo" alcance. Um exemplo desse tipo de situação

são as formas solúveis e as ancoradas na membrana dos ligantes da família de falares de

crescimento epidérrnico (EGF) que se ligam ao mesmo receptor EGF

Por outro lado, há casos em que os gigantes parácrinos e justácrinos, embora similares,

agem via diferentes receptores para disparar respostas qualitativamente diferentes, corno,

por exemplo, nos favores de necrose tumoral (TNF).

É interessante observar que moléculas de adesão celular (CAMA) podem influir na

sinalização justácrina. Isso porque CAMs podem conduzir as células ao estabelecimento

(e manutenção) do contado próximo entre as suas membranas, favorecendo, dessa forma,

a conexão entre ligantes e receptores justácrinos, de modo que as CAMA assumem papel

regulador na sinalização justácrina.

Sinalização justácrina é vital em vários momentos do desenvolvimento e na manutenção

dos tecidos como, por exemplo, na neurogênese ern l)rosopAÍZa me/arzogaster (CASTRO et

d., 2005), na geração de polaridade celular em ommatídias (BRAY, 2000) e no desenvol-

vimento anterior de vertebrados (LEWIS, 1998), entre outros. Ela participa ativamente
1 1. . 1 . . : n ]..]... .... ...J..:...].. ...].. .,...]n-----=-,...,.:=,.. (C.l::.....}} /.J,. .-.....4',-.
dos procc

alcance).

Os dois principais mecanismos que operam em sistemas de sinalização justácrina para

a formação de padrões são a inibição e a indução lateral. Vamos usar o termo ánÍbÍção

lateral para identificar interações do tipo célula-célula que levam uma célula a optar por

determinada identidade, e, ao mesmo tempo, inibir ("desestimular") as células vizinhas de



1.3 '1)abalhos Anteriores: Modelos Formais 21

seguirem o mesmo destino. O termo adução lateral será usado para o mecanismo reverso

da inibição lateral, ou seja, o utilizaremos para identificar interações célula-célula que

levam uma célula a optar por uma identidade, e, ao mesmo tempo, induzir ("estimular")

as células vizinhas a seguirem o mesmo destino.

Bons modelos de sistemas de sinalização justácrina devem ser capazes de capturar

(representar) esses mecanismos e reproduzir padrões de expressão espaço'"temporais ob-

servados ern muitos eventos celulares, em especial no processo de desenvolvimento.

1.3 Trabalhos Anteriores: Modelos Formais

O primeiro, e muito citado, modelo formal para sinalização justácrina (COLL[ER et

al., 1996) foi fomiulado eni termos da atividade do ligante Delta e seu receptor Notch.

Neste modelo, o mecanismo de inibição lateral foi descrito através de um laço de retroali-

mentação, por meio do qual pequenas diferenças entre células vizinhas são amplificadas

e consolidadas. Neste trabalho, Colher el a/. propuseram um conjunto de equações di-

ferenciais para governar a taxa de produção dessas proteínas, onde tempo e espaço são,

respectivamente, de natureza contínua e discreta.

Marnellos e Mjolsness também propuseram modelos formais para sinalização justácrina

em Xenopus (MARNELLOS et al., 2000) e em DrosopA{/a (MARNELLOS; MJOLSNESS, 1998),

que partem de outro trabalho do próprio Mjolsness (MJOLSNESS; SnARP; REINITZ, 1991),

baseado num conjunto de equações diferenciais não lineares. No entanto, a ênfase desses

trabalhos não está na análise matemática, mas sim na validação experimental do modelo.

Os trabalhos de Ou,en e Sherratt (OWEN; SHERRATT, 1998; OWEN; SHERRATT; WEA-

RING, 2000) e de Wearing e colegas (UTEARING; OWEN; SHERRATT, 2000; WEARING; SHER-

RATT, 2001) apresentam uma novidade em relação aos modelos anteriores: em vez de

adorar urna medida "arbitrária" da atividade das proteínas como parâmetro, eles supõem

que as variáveis do modelo são: a) a quantidade de moléculas ligantes livres; b) a quan-

tidade de moléculas receptoras livres e c) a quantidade de complexos ligante/receptor

formados na superfície da célula. Ou seja, eles acrescentam "detalhes" que refietem os

eventos de acoplamento (bindãng) entre moléculas ligantes livres (L) e receptores livres

(R) para formação de complexos ligante/receptor (a) na membrana das células.

Segundo esses modelos, estas quantidades (de L, R e C') governam (inibindo ou indu-

zindo) a produção de novos gigantes e receptores, e, consequentemente, promovem inibição
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ou indução lateral, que, em última instância, acaba incluindo na formação de padrões.

Há trabalhos (OWEN; SHERRATT; MyERS, 1999; WEARING; SnERRATT, 20011 OWEN,

2002; WEBB; owEN, 2004b) que analisam o comportamento destes modelos e o tipo de

padrão que são capazes de gerar em várias geometrias de células (quadradas, hexagonais,

A maioria dos modelos propostos para sinalização justácrina é basicamente contínua.

Alguns são contínuos no tempo e no espaço (OWEN; snERRATT, 1998), outros são contí-

nuos no tempo e discretos no espaço (MONK, 1998; OWEN; SHERRATT; WEARING, 2000;

WEARiNG; owEN; snERn,ArT, 2000).

Luthi e colegas (LUTHI et al., 1998) propuseram um modelo para sinalização justácrina

onde tempo e espaço são ambos de natureza discreta, que consiste basicamente em um

autõrnato celular com variáveis de estado contínuo.

O mais recente modelo para sinalização justácrina (WEBB; OWEN, 2004a) incorporou

o tratamento de distribuição não homogênea de receptores na membrana da célula. Ele é

uma extensão do modelo proposto por Owen e Sherratt (OWEN; SHERRATT, 1998; OWEN;

SHERRATT; WEARING, 2000) e Wearing e colegas (WEARING; OWEN; SHERRATT, 2000;

HTEARING; SHERRATT, 2001) e a ele adicionou termos relativos ao transporte difusível

de proteínas entre segmentos de membrana de uma mesma célula e modiâcou as funções

de retroalimentação (/eedóack) de modo que elas considerassem a produção localizada de

gigantes e receptores.

etc)C

1.4 Motivação, Objetivos e Contribuições

Definimos um sás&ema de sina/ cação justáchna como sendo o conjunto formado pelos

elementos moleculares, suas interações e os mecanismos moleculares que participam do

processo de sinalização justácrina. Estes elementos e mecanismos podem ser intracelulares

-- como, por exemplo, vias de transdução de sinal ou redes de regulação genica -- ou estar

associados às membranas das células em processo de comunicação corno, por exemplo,

eventos de acoplamento (Z)á7zdíng) entre ligantes e receptores posicionados na membrana.

Os principais modelos existentes para sistemas de sinalização justácrina (daqui para

frente referidos como SSJ) podem ser divididos em três grupos: a) os Modelos de Atividade

como, por exemplo, o modelo de Colher eó a/. (COLLIER et al., 1996); b) os Modelos

Ligante-Receptor como, por exemplo, o modelo de Owen e Serratt (OWEN; SHERRATT,
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1998; OWEN; SHERRATT; WEARING, 2000) e c) os Modelos Segmentais como, por exemplo,

o modelo de Webb et a/. (WEBB; ownN, 2004a). Todos eles têm eni comum o fato de que:

(i) são baseados em equações diferenciais, o que os torna difíceis de analisar caso o

número de variáveis dependentes cresça, pois exigem o conhecimento de muitos

parâmetros experimentais, os quais geralmente não estão disponíveis;

(ii) com exceção do tipo de modelo proposto por von Dassow et aJ. (DASSOW et al., 2000;

DASSOW; ODELL, 2002), eles simplificam a participação dos componentes e meca-

nismos intracelulares envolvidos no processo de sinalização justácrina como, por

exemplo, a participação de alguns genes críticos e seus correspondentes mecanismos

de regulaçãol isto é, esses modelos não descrevem "de modo detalhado" corno estes

componentes intracelulares operam no processo de sinalização. Isso é feito "encapsu-

lando'' a influência dos componentes intracelulares em funções de retroalimentação,

o que íàz com que os modelos citados sejam focados nos eventos de óándlng que
ocorrem na membrana.

Os modelos existentes que são discretos no tempo e no espaço como, por exemplo,

o modelo de Lutei el aZ. (l.UTm et al., 1998), também não capturam explicitamente as

interações moleculares intracelulares que ocorrem no processo de sinalização justácrina.

Em um bom modelo genérico (um /ramework) para SSJ, deveríamos observar as se-

guintes características:

1. ter uma estrutura semelhante à dos modelos normalmente ut;ilizados por biólogos,

de modo que soja intuitivamente forte a eles;

2. ter a capacidade de representar os diversos elementos e as suas modificações no

tempo (dinâmica) presentes em SSJ;

3 ser rico e abrangente o suficiente a ponto de ser capaz de capturar diversos tipos

de eventos moleculares (entra e extra-celulares) que ocorrem no processo de sina-

lização justácrina como, por exemplo, modiâcações conformacionais em proteínas

de membrana, interações proteína-proteína que podem ocorrem na membrana ou no

interior da célula, transcrição, tradução, dependência entre genes e modificações

pós-traducionais;

4. ter capacidade de representação modular dos sistemas de sinalização, pois: a) a

complexidade das redes de sinalização e regulação sugere que sua análise exige que
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os métodos de modelagem sejam capazes de tratar partes da rede como módulos e

b) muita redes de sinalização apresentam grupos de elementos e mecanismos que

apresentam funcionamento e organização medulares (BRUGGERMAN eb al., 2002)l

5. ser capaz de trabalhar corri diferentes escalas de grandeza de tempo e espaço, pois

redes de sinalização celular operam com eventos cujas respostas variam de décimos

ou centésimos de segundo (por exemplo, modificações em proteínas) a vários minutos

(regulação transcripcional e traducional, por exemplo) (PAPIN et al., 2005)l

6. permitir a integração de dados experimentais de diferentes tipos e origens

Embora os modelos de tempo contínuo permitam uni nível de descrição mais detalhado

das taxas de variação envolvidas (por exemplo, de concentração de mRNA e proteínas),

eles - como já mencionamos - exigem o conhecimento de dados experimentais nem sempre

disponíveis (por exemplo, valores de constantes cinéticas). Além disso, a modelagem

discreta de sistemas de sinalização (ALLEN et al., 2006) e de regulação (TnOMAS, 1973;

ALBERI'; OTnMnn, 2003) já é uma atividade relativamente bem estabelecida.

Dadas essas características dos modelos até então desenvolvidos para SSJ, um dos

objetivos que estabelecemos para trabalho foi desenvolver um /ramework de modelagem

para SSJ que fosse aberto e geral o suficiente para permitir a manipulação de modelos para

sistemas de sinalização justácrina de diferentes granulosidades, mas que R)sse também

fechado e restritivo o suficiente a ponto de permitir que suas restrições, associadas às

características próprias dos SSJ, pudessem ser exploradas.

Nesse sentido, propusemos um .»ameuork (denominado J-Syslerrts) de modelagem

qualitativa discreta de SSJ que, ao mesmo tempo, contempla alguma das característica

desejáveis lnencionadw acima e que pode ser utilizado em diversas situações e aplicações,

contextualizadas no processo de sinalização justácrina. Os J-SysÉenis são definidos como

uma classe de sistemas dinâmicos com tempo e espaço discretos e variáveis de estado que

podem ser contínuas ou discretas.

Redes intracelulares de sinalização e regulação gênica podem ser modeladas como

sistemas dinâmicos discretos finitos (SDF) (JONG, 2002; GUB]TOSO et a]., 2001) e tipos

celulares podem ser interpretados como bacias de atração desses SDF (KAUFFMAN, 1993;

WUENSCnE, 1998b, 2004), dentro das quais a dinâmica celular estabiliza-se em atratores a

partir de vários estados iniciais. Essa visão permite explicar, do ponto de vista dos modelos

(abstração) das redes de regulação e sinalização, o fato de que urn mesmo genorna pode
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criar e manter uma variedade de tipos e sub-tipos celulares

Propusemos uma extensão para essa interpretação de modo a conceber as bacias de

atração global em uma subclasse de J-Sysfems - composta de SDF como padrões

celulares: um tipo celular corresponde a uma bacia de atração local da rede intracelular

e um padrão celular corresponde a urna bacia de atração global, que é composta por um

arranjo de bacias locais posicionadas em células vizinhas tal que as saídas e as entradas

das dinâ,bicas locais ein cada célula e ern cada segmento de membrana são compatíveis.

Outro objetivo que estabelecemos para o trabalho foi o desenvolvimento de um método

automático para identificação de padrões celulares em SSJ riiodelados em J-Systems.

Nesse sentido, propusemos um método para computação de atratores globais (padrões

celulares) nesta subclasse dos J-SysÉems composta de sistemas dinâmicos discretos finitos

Desenvolvemos um se/Zware, denominado Juzíachrte S goza/ &g S mzuZator (JSS), para

dar suporte à construção e à análise de modelos de SSJ em J-Sg/slems. Ele provê

recursos para facilitar o desenvolvimento e o refinamento de modelos, tal como interfaces

de modelagem e análise de dinâmicas e padrões celulares. Além disso, dispõe também de

um simulador de SSJ e um módulo que implemente o método de identihcação de padrões

celulares (atratores globais) mencionado acima.

O terceiro objetivo que estabelecemos para o trabalho foi o desenvolvimento de uma

aplicação que servisse ao propósito de validação dos J-Sg/sÉerrts e do método proposto para

cálculo de padrões celulares em SSJ. Tendo em vista este propósito, escolhemos um SSJ

já estabelecido e bem compreendido do ponto de vista biológico, o sistema Delta-Notch,

descrito na Seção 5.2.1

Construímos um novo modelo do tipo J-S#slem de três níveis para o sistema Delta-

Notch e sua participação no processo de segregação de neuroblastos em Z). 7rieZariogasler. A

este modelo pudemos atribuir um comportamento esperado, visto que ele deve mimetizar

o comportamento (já conhecido) do sistema biológico. Logo, a fim de valida-lo, realizamos

alguns experimentes án sá/áco e comparamos os resultados com o comportamento esperado.

Os comportamentos e padrões celulares obtidos com esses experimentos foram compatíveis

com os resultados esperados, visto que reproduziram características já bem estabelecidas

e documentadas dos processos em questão.
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1.5 Organização do Texto

No Capítulo 2, fazemos uma descrição detalhada e formal dos J-Sg/slenzs, o Jtamework

de modelalagem de SSJ. No Capítulo 3, descrevemos o método para identiâcar padrões

celulares em SSJ modelados em J, isto é, para computar os atratores globais em J-

Syséems. No Capítulo 4, descrevemos a estrutura e as características fundamentais do

soPware JSS. No Capítulo 5, discutimos algumas interpretações biológicas e mostramos a

aplicação de J-Sgstems na modelagem dos elementos e interações básicas que participam

da segregação de neuroblastos em .D. rne/ariogas&er. Por fim, no Capítulo 6, tecemos

conclusões e considerações finais.



Capítulo 2

J-S3/stems: um Framemork para

Modelagem Discreta de Sistemas de

Sinalização Justácrina

Neste capítulo propomos um modelo formal genérico para sistemas de sinalização

justácrina: denominado de J-Syslems (ou A/efamodeZo J) e definido como uma classe de

sistemas dinâmicos com tempo e espaço discretos e variáveis de estado que podem ser

contínuas ou discretas. Um modelo À4 em J corresponde a um sistema dinâmico cuja

forma geral é

M y, 'r,Z),

onde 7Z é um reticulado regular, y é um conjunto anito de variáveis associado a cada

elemento de 7Z, 7" é um conjunto de regras de transição e Z é uin conjunto de condições

iniciais associado a y. Nas seções seguintes as propriedades e restrições que definem estes

componentes são descritas em detalhe.

2.1 Uma Visão Geral dos J-S3/stems

Em J-SysÉems uma estrutura tecidual (um grupo de células vivas) é representada por

um reticulado finito, cujos elementos, denominados células, guardam uma correspondência

1 : 1 com as células vivas, de modo que estas são representadas individualmente. Na

Fig. 2.1 há um esquema ilustrativo dessa representação. Uma célula do reticulado é uma

fuma versão deste modelo foi publicada em (ROZANTE; GUBITOSO; MATIOL1, 2007)
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entidade autónoma cujo estado é definido pelo estado dos seus componentes intracelulares

e de membrana.

Folha de célula
ectodém)ices

que constituem
a ngtao

neurogenica.

Redculado
bidimensional

de células

hexagonais
representando

regula neuro8emcn

Figura 2.1: Um exemplo de reticulado planar de células hexagonais representando as células da
região neurogênica, que é um grupo de células ectodérmicas presentes durante a neurogênese em
D. melanogaster.

Os componentes intracelulares de uma célula do reticulado são uma classe de variáveis

de estado que representam os estados dos elementos moleculares intracelulares da célula

viva. Os comporzenfes de memzórarza de uma célula do reticulado são outra classe de va-

riáveis de estado, a qual é divida em subclasses, sendo que cada subclasse está associada a

uma face (segmento de membrana) da célula. Os componentes de membrana representam

os estados dos elementos moleculares presentes nos segmentos de membrana plasmática

da célula viva. Na Fig. 2.2 há um esquema ilustrativo dessa representação.

Figura 2.2: Todas as células do reticulado contém os mesmos componentes: uma classe de
variáveis de estado associada aos elementos moleculares intracelulares e uma classe de variáveis
de estado associada aos elementos moleculares presentes em cada uma das faces (segmentos de
membrana) da célula. O número de faces depende da geometria e das dimensões adoradas para
o reticulado.
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Todas as células do reticulado contêm os mesmos componentes (intracelulares e de

membrana) e seus estados, a cada passo de tempo discreto, são determinados pela

aplicação das mesmas regras de transição que valem para toda célula do reticulado finito.

As regras de transição definem o esquema de ligação/interação entre os componentes da

célula e podem ser classificadas em intracelulares (aquelas que atualizam os componentes

intracelulares) e de membrana (aquelas que atualizam os componentes de membrana).

Os componentes intracelulares, juntamente com as suas regras de transição, represen-

tam as redes de sinalização e de regulação intracelular presentes na célula viva, as quais

serão denominadas simplesmente de redes ántraceZulares, Os componentes de membrana,

juntamente com as suas regras de transição, representam os mecanismos de sinalização

que operam na membrana plasmática da célula viva, abreviadamente chamados de redes

de membrana. As redes intracelulares e de membrana trocam sinais entre si, em toda

célula, através das mesma,s regras. Na Figura 2.3 há uma representação esquemática

dessas redes e suas relações.

Figura 2.3: As redes intracelular e de membrana sào replicados em todas as Gélida.s e segmentos
de membrana do reticulado e a comunicação entre elas é governada pelas mesmas regras de
transição.

Caracterização aa .Estrutura lêclduai

A estrutura utilizada na representação de tecidos em J-Sgsfems, denominada retácu-

Zado e denotado por 7Z, é uma rede regular finita de elementos, denominados células,

as quais são dotadas de tipologia fixa e regras regulares de acoplamento mútuo. Os

elementos que caracterizam um reticulado são:

e suas dimensões, que em J-Sysfems estão restritas aos casos ID, 2-D e 3Z)l
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e seu tamanho, ou seja, seu número de cêlulasl

e sua topologia, ou soja, a geometria de suas células;

. as condições de limite (ou de contorno), ou seja, o número de vizinhos das células que

se localizam nas extremidades (bordas) do reticulado. Estas condições são usadas

para determinar, por exemplo, se uma célula, localizada nü borda esquerda de um

reticulado, tem ou não vizinhos à sua e'squerda. Em J-Sgstems tais condições estão

restrita a dois casos:

Limite periódico: consiste em copiar o reticulado erra seus limites laterais, isto

é, as células das bordas opostas do reticulado são vizinhas entre si, dando a

impressão de que ele se fecha ou se completa nas laterais;

Limite J cear (ou de valores fixos): consiste en) fixar valores para as células

presentes nos limites do rcticulado. O valor a ser atribuído deve carregar a

informação de que a célula não possui a mesma quantidade de vizinhos daquelas

posicionadas no "interior" do reticulado.

2.3 Caracterização das Células

Dado um reticulado 7Z, uma célula em 7Z é identificada por sua posição relativa p,

representada por um ponto nos eixos coordenados: p = (z) C N (para reticulado linear),

p = (z, g/) c N' (para reticulado planar) ou p = (z, Z/, z) C N' (para reticulado espacial).

Além do seu identificador, cada célula p em 7Z contém unl conjunto de variáveis P =

{f, g, .S, B, .,4}, cujos elementos são assim descritos:

e Um conjunto finito € de variáveis denominado e7zfrada da 7'ede de sánct/ázc&ção ánl7'ace-

ita/ar e de regulação gêrzáca, abreviadamente chamado de ertÉrada da rede írzt7aceZular

Denominamos um elemento ek C C por erz&rada e e'(t) C E, por ua/or da erztrada e~

no tempo t, t € T, em que T C N denota o domínio do tempo discreto e E c iR é

o conjunto dos possíveis valores que uma entrada pode assumir. Representamos os

diversos valores de entrada ek(t) por um vedor bidimensional .E que denominaremos

de ue6or de enérczdas da rede de sana/ cação {nlrace/u/ar e de reyuZczção genica ou,

abreviadamente, vetar de entrada da rede ántrace/u/ar. Denotamos por EP o vetar

E associado à célula p, por epk a variável de entrada ek representada ern EP e por
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e:(t) o valor de entrada e'(t) relativo à célula p. Desse modo, o vetor E na célula

p é definido como segue:

el,(t 0) 'l,(t- l)

.:(t o) 'i(t - i)
ej;(t ,-.)

.:(t - ,-.)
E,

efi(t- 0) .fl(t- l) .Fi(t - ,-.)

Assim, E.lkllt -- zl representa ek(t -- z), isto é, o valor da entrada ek, l $ k $ 1€1,

na célula p, no instante t -- a;, 0 $ # 5; rz, sendo que rz denota a memáMa (o mais

antigo instante considerado) do sistema para as variáveis cm e.

e Um conjunto finito g de variáveis de estado denominado estado doõ genes e/au

melaZ)ó/áÉos ntracelu/ares 7za rede de rega/anão e sina/ázação ántrace/azar, abreviada-

mente chamado dc estado da rede árzt7ctce/azar. Denominamos um elemento gk C Ç

por estado e gk(t) c G por estado de gk no instante t, t c T, sendo que (G c ]R

denota o cojunto dos possíveis estados que um gene e/ou metabólito intracelular

pode assumir. Representamos os estados gk(t) por um vetar bidimensional G de

variáveis de estado, que chamaremos de z;efor' de estados dos ge7ies e/ou rr&eÉaóáZá-

fos ánÉrace/u/ares, abreviadamente denominado uetor de estados ánfraceZu/ar e que

denota o AisÉóhco (estado em passos de tempo anual e anteriores) dos genes e/ou

metabólicos considerados no modelo. Denotamos por GP o vetar de variáveis de

estado G associado à célula p, por gÍ a variável de estado gk representada em GP

e por gf(t) o estado g*(t) relativo à célula p. Desse modo, o vetar G na célula p é
definido corno segue:

gà(t o) gã(t - i)

g:(t - o) g:(t l)

g:(t - rc)

gg(t - rc)
Gp

gfi(t - o) gFi(t i) gFi(t - rc)

Assim, Gplkllt -- zl representa gk(t a;), isto é, o estado do gene e/ou metabólito

intracelular gk, l $ k $ 1ÇI, na célula p, no instante t -- z, 0 $ z 5; rG, sendo que rG

denota a memóMa (o mais antigo instante considerado) do sistema para as variáveis

em Ç.

Nessa representação é fácil ver que:
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Uma coluna z, 0 $ 1 5; rc, de GP corresponde à representação, no instante

É -- z, do estado de todos os genes e/ou metabólitos intracelulares considerados,

sendo que a primeira coluna (z = 0) corresponde ao instante corrente;

Uma linha k, l $ k $ 1ÇI, de GP conesponde à representação do estado do

gene e/ou metabólito intracelular gk eín todos os instantes considerados;

e Um conjunto finito S de variáveis denominado saz'da da rede de sinal cação intrace-

lular e de regulação genica, abreviadamente chamado de saída da rede intracelular

Denominamos um elemento sk € .S por fama e sk(t) € $ por uaZor da fama s'

no tempo t, t C T, sendo que S c R denota o conjunto dos possíveis valores que

uma saída pode assumir. Representamos os diversos valores de saída sk(t) por um

vetou bidimensional S que denominaremos de uetor de saídas da rede de síria/ázcição

ãntrace/alar e de regra/anão gênáca, abreviadarnelite chamado de uelor de saz'das da

rede ánÉrace/usar. Denotamos por SP o vedor S associado à célula p, por sl a variável

de saída sk representada em S. e por s:(t) o valor de saída sk(t) relativo à célula p.

Desse modo, o vetar S na célula p é definido como segue:

sl;(t - 0) 'l;(t - l)

s:(t- 0) ':(t- l)$

.Fi(t- o) .Fi(t i) .Fi(t - rs)

Assim, S.ltllt -- zl representa sk(t -- z), isto é, o valor da saída sk, l $ k $ 1.SI, na
célula p, no instante t -- iç, 0 $ z $ rs, sendo que rs denota a mernóda (o mais

antigo instante considerado) do sistema para as variáveis em .S.

e Existem duas diferentes arquiteturm de J-SysÉems: com ou sem estrutura de mem-

brana explicitamente definida. Se o J-Sg/soem tem estrutura de membrana expli-

citamente definida, a cada célula em 7Z ê associado um conjunto finito .F C N dc

segmentos representando as faces (segmentos de membrana) da célula. O número

l.rl de faces de uma célula depende da geometria e das dimensões do reticulado.

Por exemplo, para um reticulado planar e quadrado temos 1/1 = 4.

Por sua vez, a cada face / c / de cada célula do reticulado estão msociados dois

conjuntos de variáveis, descritos da seguinte forma:

Uin conjunto de variáveis de estado 23/ denominado estado de s na/ázação tzans
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memZ)rama da /ace /, abreviadamente chamado estado da membrana /. Deno-

minamos um elemento bk C B/ por sánaZázador de merribrarza e b}(t) C ]B.f por

estado do sáriaZázador de rrierrtZ)ícirza óli no instante t, sendo ]B/ c R o conjunto

dos possíveis estados que um sinalizador de membrana pode assumir na face /.

Os estados dos sinalizadores de membrana, eira uma face /, são representados

por um vedor bidimensional B.r de variáveis de estado, denominado velar de

sina/ázaçâo de membrana da face /. Denotamos por BP,/ o vetar de variáveis

de estado B da célula p associado à face /, por bk,.r a variável de estado óli

representada em B.,/ e por b!,/(t) o estado óli(t) relativo à célula p na face

./. Desse modo, o vedor .B.,/, que representa a quantidade, a concentração, a

atividade dm proteínas ou os produtos de membrana da célula p na face /, é

definido da seguinte forma:

ól,,.r(t - o) z'l;./(t - l)

b:,.,.(t - o) z':,/(t - l)

ól;./(t - ,.,)
b:,.f(t rn,)

Bp,f --

ó3i(t-o) z'Bi(t i) ''' z'3i(t-',,)

Assim, .a,./ltllt -- zl representa Z)k./(t -- z), isto é, o estado do sinalizador bk,

l $ k $ 1Z3/l, na célula p, na face /, no instante t z, 0 $ z $ rB,, sendo que

rB, denota a memóóa (o mais antigo instante considerado) do sistema para as

variáveis em 23/.

Nessa representação é fácil ver que:

+ Um coluna z, 0 $ z $ rB,, de .Bp..f corresponde à representação, no

instante t -- ]ç, do estado de todos os sinalizadores da célula p, sendo que

a primeira coluna (z = 0) corresponde ao instante corrente;

# Uma, linha k, l 5; k $ 1õ.rl, de Bp,.f corresponde à representação do estado

do sinalizador ó5. f em todos os instantes considerados;

Evidentemente, o número de vetores .B.f que cada célula contém é igual ao

número de faces da célula, que, como vimos, depende da geometria e dimensões

do reticulado. Por exemplo, para um reticulado cúbico teremos seis velares .B.r

Um conjunto .4.r de variáveis denominado estado de sárta/ázação arrzbÍerzla/ da

/ace /. Denominamos um elemento a* C .4.r por sana/ arrtóáerlía/ e a}(t) C

A.r por z/a/or do sina/ ambáe7zÉaZ a no instante t, sendo A/ C IR o conjunto

dos possíveis valores que um sinal ambiental pode assumir na face /. Os
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sinais ambientais representam eventos externos não explicitamente modelados

e que alteram o estado dos sinalizadores de membrana. Os estados dos sinais

ambientais, em uma face /, são representados por um vetor bidimensional .A/ de

variáveis, denominado pelar de síria/ízação ambáerzla/ da face /. Denotamos por

Áp,/ o vetor .4 da célula p associado à face /, por ak..f a variável a} representada

em .A,..r e por aÊ,.f(f) o valor a*(t) relativo à célula p na face /. Desse modo, o

vetou .4~,.r é definido como segue:

«l,,.r(t - o) «i..r(t - i)

«Ê,.f(t - o) "Ê,.f(t l)
''lp,.f '

«:,.f(t rÁ,)

«:,,(t - ,«,)

.5'i(t-o) «5'i(t- i) ''' '5'l(t-'«,)
Assim, .AP,/ltl it zl representa ak./(t -- z), isto é, o valor do sinal ambiental ak,

l $ k 5; l.4/l, na célula p, na face /, no instante t -- z, 0 5; z $ rÁ/, sendo que

r,.{, denota a rriemóMa (o mais antigo instante considerado) do sistema para as

variáves em .4.r.

De modo similar ao caso anterior, o número de vetores .A/ que cada célula

contém é dependente da geometria e dirnensõcs do reticulado.

A Figura 2.5 (página 40) fornece uma intuição acerca do "posicionamento" desses

velares no reticulado.

2.4 'lYansições de Estado

A evolução no tempo dos valores das variáveis de estado em J-Systerris é determinada

pelas regras de transição de estado 7", que são as mesmas para toda célula do reticulado;

elas podem ser divididas nas seguintes classes:

e Classe ©, contendo as regras para atualização de G. O vedor de variáveis de estado

G., p € R, pode ser atualizado de três maneiras (não exclusivas): a) por influência

do estado de G,, ou seja, pelo nível de expressão dos genes e/ou estado dos metabó--

lidos intracelulares da própria célula p e/ou b) por influência de .EP, ou seja, pela

influência de um sinal independente presente na entrada da rede de sinalização in-

tracelular e de regulação genica da própria célula p e/ou c) pela influência do estado
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dos sinalizadores transmembrana l?P, que podem representar sinais de membrana

presentes na própria célula p ou sinais intracelulares das células vizinhas.

Uma observação importante a fazer é que aquelas funções ern @ responsáveis por

atualizar variáveis em G, e que sofrem influência dos sinalizadores transmembrana,

não têm como parâmetros os próprios sinais transmembrana, mas sim unia função

destes sinais que os trata individualmente para cada face da célula. Eni outras

palavras, se uma variável de estado intracelular gk soírü influência do sinalizados

de membrana bh da própria célula (caso o J-S#sfem tenha estrutura de membrana

explicitamente definida) ou de um sinal de saída sü das células vizinhas (caso o

J-Sg/atem não tenha estrutura de membrana explicitamente definida), a função

responsável por atualizar gk não tem como parâmetros bA, . . . , óbi (ou sh, . . , sh l),

lhas sim unia função em bü, . . . ,Z)h l (ou ern s?, . . . , sh 1). Estas funções são deno-

minadas /urze;ões de uázlrihümça ou membrarza e estão contidas em outra classe de

funções denotado por A.

Na Seção 2.4.1 detalhados corno os velares G são atualizados.

e Clmse 'D, contendo as regras para atualização de S. O vedor de variáveis de saída

SP' p C 7Z' pode ser atualizado de duas maneiras (não exclusivas): a) por influência

de GP, ou seja, pela influência do estado do genes e/ou metabólicos intracelulares

da própria célula p e/ou b) por influência de EP, ou seja, pela influência dos valores

presentes na entrada da rede de sinalização intracelular e de regulação gênica da

própria célula p. Na Seção 2.4.2 detalhamos como os vetores S são atualizados.

e Classe O, contendo as regra para atualização de .B. Sejam -Bp,.f, com l $ .f $ 1.rl

e p C 7Z. O velares de variáveis de estado .BP./ podem ser atualizados de quatro

maneira (não exclusivas): a) por influência dos valores de SP, ou seja, pelas saídas

da rede de sinalização intracelular e de regulação gênica na célula p e/ou b) por

hlfiuência do estado de B nas células vizinhas à célula p, ou sda, pelo estado de

sinalização de membrana nas células vizinhas à célula p e/ou c) por inHuência do

estado de l?P./, ou seja, pelo estado dos sinalizadores de membrana na própria célula

célula p na face ./ e/ou d) por inHuência de um sinal independente, representado

através dos velares ,4P,/; este sinal independente representa um evento externo,

uma alteração ambiental (como por exemplo, interação com a matriz extracelular,

choque térmico, estímulo mecânico, etc) que pode levar os vetores .B.,/ a alguma

modificação nos seus valores. Na Seção 2.4.3 detalhamos como os vetores B...r são
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atualizados

Os vetores EP e .AP, p c R, representam sinais independentes, de modo que não são

alterados por influência de alguma outra variável do sistema.

E. representa algum(s) evento(s) interno(s) um sinal de urna via de sinalização

alternativa ou a expressão constitutiva de genes, por exemplo - não explicitamente mode-

lado(s) e que altera(m) o estado dos genes e/ou metabólitos intracelulares. Seus valores

são fixados na definição do modelo e não são alterados por alguma regra de transição do

sistema.

Á~ representa algum(ns) evento(s) externo(s) - um sinal ambiental, como, por exemplo

a alteração da temperatura - não explicitamente modelado(s) e que altera(m) o estado

dos sinalizadores transmembrana. Seus valores são fixados na dehnição do modelo e não

são alterados por alguma regra de transição do sistema.

P

<B>
P <B>

P

(A) (B)

Figura 2.4: A linha tracqada representa a membrana da célula p. As setas representam as
relações de influência entre as classes de variáveis em uma célula p. Por exemplo, SP --, 13P

significa que SP inRuencia, de algum modo, BP; esta iníiuência é realizada através das funções
de O. < B >p denota sinalizadores que estão na vizinhmtça da célula p. (A): À esquerda, na
arquitetura de J-Syséem onde há estrutura de membrana explicitamente definida, os sinalizadores
J? têm origem nos segmentos de membrana da própria célula p. (B) : À direita, na arquitetura de
J-Syséem onde não há estrutura de membrana explicitamente definida, os sinalizadores B têm
oi-agem na rede intracelular das células vizinhas.

As restrições nas relações de influência, definidas pelas classes W, '} e O, podem ser

resumidas do seguinte modo:

. G. q'(G,, EP, .B.), representando que as funções em @ alteram somente os
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valores de GP com bme apenas nos valores de GP, EP e BP, sendo que

BP,lrl) , se há estrutura de membrana explicitamente definida,

, S<.>.lrl), c"o c"Erário,

onde <S>P denota o conjunto de vetores S. que estão na vizinhança da célula p;

. S. --- q)(G,, E.), representando que as funções em q' alteram somente os valores

de SP com base apenas nos valores de GP e .EP;

. 13,,/ --- O(S,, <B>., B,..r, .A.,/), repres'ntando que as funções ern O alteram somente

os valores dos vetores BP,/, l $ / $ 1/1, com base apenas nos valores de SP, <.B>P,

BP./ e '4P,/, sendo que <B>P denota o conjunto de vetores .BP que estão na vizinhança

da célula p.

Na Fig. 2.4 apresentamos uma representação esquemática dessas restrições nas relações

de influência entre as classes de variáveis em J-Systems e na Fig. 2.5 (página 40) ilustramos

essa representação para o caso do reticulado linear de células retangulares. Nas Subseções

seguintes detalhamos cada uma dessas classes de funções.

2.4.1 Regras de l\'ansição para Variáveis Intracelulares

A atualização do vedor de estados G, para toda célula p C R, a cada passo de tempo,

ê feita através de um conjunto finito de funções representado por um vetou de funções

W :;l@i,@2,...,@tgll,

sendo que uma função Ük denota o modo como o gene e/ou metabólito intracelular gk,

l $ k $ 1ÇI, é atualizado no tempo, ou seja, descreve como evolui a variável de estado g'

(para toda célula p C 7Z) na medida em que transcorrem os passos de tempo.

As funções Úi; : G'+i x E'+t x ]B'+i --, G são aqui chamadas de /Mações de transição

da rede intraceZu/ar e são da forma

gÍ(t + l) (t - «), . . . , g;(t - y),

e3(t - "), . . . , ';(t - l/),

ó!(t «),...,z'i,(t-v) ),
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sendo que l $ u,u $ 1çl, 1 5; q,r $ 1CI, l $ h,á 5; IZ31 e lembrando que gk(t) c (G,

ek(t) C E, bÜ(t) C ® e 0 $ z,y $ a-, onde r corresponde ao máximo recuo no tempo

utilizado pela função Úh.

Os elementos bph, . . . , ól, representam as funções õh, . . . , (5{, denominadas /urzções de

uázã içar ça ou mernbrarta. Se o J-$g/alem tem variáveis de membrana explicitamente

deânidas, temos uma função (ik : (]BÍ+: x . . x BÍ;:) --' B, 1 5; k $ 1/1, assumindo a

fobia

b:(t) - õ*(z':,:(t), . . ., z':,l,l(t)).

Se o J-S#sÉerrz não tem variáveis de membrana explicitamente definidas, ternos uma função

.5À; : ($Í+: x . x SR:) --' IB, l É k $ 1.rl, assumindo a forma

b:(t) - Õ*(s$,:(t), , s$,1.-1(t) )

Desse modo, atualizar o vedor G no instante t + l na célula p significa atualizar o estado

de cada ger)e e/ou metabólito intracelular gk, l $ k $ 1gl, no instante t + 1, por funções

Úk definidas em termos:

l

2.

3

dos estados de outros genes e/ou metabólicos intracelulares -- podendo incluir o

próprio gk -- da célula p no instante atual e/ou em instantes anteriores (GP);

das entradas da rede de sinalização intracelular e de regulação gênica da célula p no

instante anual e/ou em instantes anteriores (EP);

dos estados dos sinalizadores de membrana da célula p ou dos sinais intracelulares

das células vizinhas no instante anual e/ou em instantes anteriores (.B.);

Ou seja,

a,lkllt + tl 1"11* , c,l«llt - vl,
.E.lçl it - zl, . . . , Z.lrl it - yl
n.lhl(t - «),...,.e.lil(t -z/)),

sendo que

õ. ( .af. :(t) ,

õ* ( 4, :(t) ,

, .Bh,l/-l(t)), se há membranas explicitamente definidas,

B,lkl(t )

' 4.i,-i(t)), caso contrário
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2.4.2 Regras de Transição para Variáveis de Saída

A atualização do vetar de saídas S, para toda célula p C 7Z, a cada passo de tempo, é

feita através de um conjunto finito de funções representado por urn vetor de funções

® = l@i,@2,...,él.sll,

sendo que uma função Ók denota o modo como a saída k, l 5; k $ 1.SI, da rede de

sinalização intracelular e de regulação gênica é atualizada no tempo, ou seja, descreve

corno evolui a variável de saída sk (pala toda célula p c 7Z) na medida em que transcorrem

os passos de tempo.

As funções Ók : G'+i x E'+i --, S são aqui chamadas de /uzzções de saída da rede de

sinalização intracelular e de regulação gênica e são da forma

s:(t+ l) (t "), , g;(t - y), e:(t - "), , e;(t - 3/)),

sendo que l $ u,t, $ 1gl, l $ q,r 5; ICI, gâ(t) c (G, e:(t) c IE, e, como no caso anterior,

0 $ z, 3/ $ 'r, onde r corresponde ao máximo recuo no tempo utilizado pela função ék

Desse modo, atualizar o vetar S no instante t + l na célula p significa atualizar as

variáveis de saída s:, l S; # $ 1.SI, no instante t + 1, por uma função #'k definida em

termos:

l

2

dos estados dos genes e/ou metabólitos intracelulares da célula p no instante anual

e/ou em instantes anteriores (G.);

dos valores das entradas da célula p no instante anual e/ou em instantes anteriores

kup)'

Ou seja,

S.lkllt + tl lull* "I, . - . ,C.l«llt - VI,

.E.lçllt - «l, . . . , .E,l«llt - 3/l )
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2.4.3 Regras de 'lYansição para Variáveis de Membrana

A atualização dos vetores de estados 13P,/, com l 5; / $ 1/1 e p C 7Z, ê feita através

de uni conjunto finito de funções representado por um vetar de funções

0 ,oF.i, . . . ,oqt],

sendo que uma função 01 denota o modo como o sinalizador de membrana .j, l S; .j $ 1Z3/l,

da face /, é atualizado no tempo, ou sda, descreve como evolui a variável de estado %

(para toda célula p c 7Z) na medida eln que transcorrem os passos de tempo. Em relação

a essa notação, é bom observar que classificamos as funções de (1) em faces para permitir

que uma mesma variável de estado N possa, se for conveniente, ser atualizada de modos

diferentes cn-l cada uma das diferentes faces da célula.

(A)

Rt»i.2

l»l

A P.l

(B)

Figura 2.5: Recorte de três células (p -- 1, p e p + 1) de um reticulado linear retangular. A linha
traje.jade representa a membrana das células. A célula p neste iebiculado tem duas vizinhas:
urna à esquerda (p -- 1) e uma à direita (p + l). .EP, GP e SP denotam, resp'ctivamente, m
entradas, o estado dos genes e/ou metabólicos intracelulares, e as saídas da rede de regulação
gênica da célula p. As setas representam m relações de influência entre as variáveis de estado.
(A) : Acima, na, arquitetura de J-SZ/alem onde há estrutura de membrana explicitamente definida,
B. ; denota o vetar de sinalizadores B da célula p na face á, e, similarmente, .AP,{ denota o vetor
de sinais ambientais .A da célula p na face i. (B): Abaixo, na arquitetura de J-S3/atem onde
não há estrutura de membrana explicitamente definida, os sinalizadores .B têm origem na rede
intracelular das célula vizinhas.

As funções 0' : $'+: x (]BT+: U u [BÍ;ii) x ]B/+' x A.;]+i --, ]B são aqui chamadas de
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/uniões de Éransíção das redes de membrana e são utilizadas para atualizar os sinalizadores

q,.r, da seguinte coima:

q,,(t + i) © s:(t - "),

ó;l.(t - "),

ó;l/(t - «),

«;./(t - "),

, ;l,(t - z/),

, ól:,.(t v),

, b;,/(t - y),
, ';,/(t - z/) ),

sendo que

e l 5; k, Z 5; l.SI, onde, lembremos, l.SI é o número saídas da rede de regulação gênica

consideradas;

e l $ q, r $ 1.4.rl, onde, lembremos, l.4/l é o número de sinais ambientais associados

à face / da membrana;

e l S; m,n $ 1õ/l, onde, lembremos, lõ/l é o número de sinalizadores posicionados

na face ./ da membrana;

. z,to € \''(p) = {t; : u é vizinha de p em 7Z}, ou seja, z e w são células vizinhas à

célula p;

. l $ u,u 5; l/'l;

8 0 $ z, y $ r, onde r corresponde ao máximo recuo no tempo utilizado pela função

Desse modo, atualizar o vetar Bp..f no instante t, significa atualizar as variáveis de estado

Np,.f' l $ .j $ 1õ/l, no instante t, por uma função 0; definida em termos dos:

l

2.

3

valores das saídas da rede de sinalização intracelular e de regulação gênica da célula

p no instante anterior e/ou instantes anteriores (SP);

estados dos sinalizadores justácrinos nas células vizinhas à célula p no instante anual

e/ou em instantes anteriores (.Bv(.));

estados dos sinalizadores justácrinos na célula p na face / no instante atual e/ou

cm inst«tes anterior«(.B,,/);
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4. valores dos sinais ambientais da célula p na face / no instante anual e/ou em instantes

«teriore; (.A.,/).

Ou seja,

B,./l.jllt + tl s.lellt - «l,.-.,s.lzllf - «l,
B;,.jmjjt - «l, . . . , B.,.lnllt - «l,

B,,/jmjjt - «l, . . . , B.,.flnllt «l,

,4,,/lçllt - «l, . . . , .A,,.rl«llt - «l )

A Figura 2.5 ilustra as variáveis de estado e sum relações numa célula (p) considerando

suas vizinhas (p l e p + 1) para o caso de reticulado linear de células retangulares.

2.5 Definição das Condições Iniciais

O quarto componente de um J-Sys&em corresponde ao conjunto Z das condições

iniciais, a partir das quais a evolução do sistema ocorre. O conjunto Z é definido como

sendo o valor que cada variável, em cada célula de R e ern cada face (se houver estrutura

de niernbrana explicitamente definida), assume no instante inicial.

Podemos vislumbrar a evolução de um J-Sg/atem de duas formas distintas: através

de uma estratégia progressiva ou retrocedente. No primeiro caso, o sistema evolui a

partir do conjunto Z de condições iniciais através da aplicação direta das funções de

transição, de modo que Z representa o estado inicial do sistema e a cada estado corresponde

um único estado sucessor. No segundo caso, o sistema evolui a partir de -r de modo a

obtermos os estados predecessores a ele, e, da mesma forma, obtemos os predecessores

dos predecessores e assim por diante até obtermos todos os estados que convergem ao

estado representado pelas condições iniciais Z. Esse tipo de evolução é possível apenas

para J-SysÍems que sejam sistemas dinâmicos discretos finitos (ver Capítulo 3).

2.6 Modelos Estocásticos em J-Sysí;ems

Em J-Sg/stems é possível definir tanto modelos determinísticos quanto estocásticos

para sistemas de sinalização justácrina. Denominamos uma instância de J corno sendo
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um modelo determinístico se a cada variável do modelo estiver wsociada apenas uma

função de transição. Isso quer dizer que uma variável sempre é atualizada por uma

mesrrla função.

Se o modelo for estocástico, em vez de definirmos uma função para cada variável,

definimos urna lista de funções para cada variável e associamos a cada uma das funções

desta lista um número de probabilidade. Isso implica que, na definição de um modelo

estocástico, é preciso de6nir um conjunto finito de funções F e uma distribuição de pro-

babilidades Pr ern F. Uma função aleatória ./ é um par (F, PP) e as realizações de /

são escolhas aleatórias em F de acordo com PP. Isso quer dizer que uma mesma variável

pode ser atualizada por diferentes funções em diferentes momentos.

2.7 Classi6.cação de J-S3/stems

Os J-Systems são uma classe de sistemas dinâmicos bastante genêrical no entanto,

dependendo do tipo de estudo que se deseja desenvolver, pode ser conveniente tocarmos

em subclasses mais ou menos restritivas de J-Systems, como, por exemplo, fazemos no

Capítulo 3. Nesse sentido, propomos uma denominação para algumas das possíveis sub-

classes de J-Syslemis que podem ser definidas a partir de restrições simples.

Dizemos que urn J-Sysfem é de memóha homogêrzea se a memória de todas as suas

variáveis é a mesma.

Dizeiiios que um J-Sg/soem é de memóha Aete70gê7zea se existem pelo dum variáveis

do modelo com diferentes memórias.

A rriernóda de um J-SysÍem é a maior memória do modelo. Obviamente, a memória

de um J-SysÍerrl de memória homogênea é igual à memória de suas variáveis.

Dizemos que um J-Sg/sten} é /íz;re de entrada se € = 0 para toda célula do reticulado,

isto é, se não há sinais de entrada associados à rede intracelular.

Uma entrada él da rede intracelular é dita ser estacionária se as entradas ek C €

assumem valores ek(t) que não se alteram no tempo, isto é, se e*(t) = e'(t + 1) para

todo instante t considerado. Dizemos que um J-Sg/atem é de entrada esfacáonáóa

se a entrada da rede intracelular f é estacionária em toda célula do reticulado.
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Uma conáguração de en fada es acáonáMa é um particular conjunto de valores e*(t)

que m entradas ek, l $ k $ 1é:l, podem assumir. Por exemplo, para o caso Boo-

leano temos 21€1 possíveis configurações de entrada estacionária. Dizemos que um

J-SysÉem é de erzt7ada eslacÍ07zária ãornogênea se ele é de entrada estacionária e se

há uma mesma configuração de entrada estacionária para toda célula do reticulado.

Dizemos que um J-SysÉem é de entrada esfac amaria Àeterogêrtea se ele é de ent-

rada estacionária e se há ditérentes configurações de entrada estacionária em células

distintas.

Dizemos que um J-S#sfem é Jáure de sinais ambientais se .4 = ü para toda célula

do reticulado, isto é, se o J-Sy$fem tem estrutura de membranas explicitamente

definida e se não há sinais ambientais associados às redes de membrana.

Um estado de sinalização ambiental Á/ da rede de membrana é dito ser estacionário

se os sinais ambientais ali € .4.r assumem valores ak(t) € A/ que não se alteram

no tempo, isto é, se ali(t) = ak(t + 1) para todo instante t considerado. Dizermos

que urn J-Sg/sterrõ é de estado amZ)áenÉa/ estacáorzáho se há estrutura dc membranas

explicitamente definida e se o estado de sinalização ambiental .4/ é estacionário em

todo segmento de membrana em todas as células do reticulado.

Uma conáguração de sá7za/ amb enlaJ estai ozzáho é um particular conjunto de va-

lores ak(t) que os sinais ambientais a}, l $ k $ 1.4/l, podem assumir. Por exemplo,

para o cmo Booleano aqui também temos 21'{/1 possíveis configurações de sinais

ambientais. Dizemos que um J-Sg/saem é de ána/izaçâo amóíenÉaJ homogénea se

ele é de estado ambiental estacionário e se há unia mesma configuração de sinal

ambiental estacionário para toda face em toda célula do reticulado. Dizemos que

urn J-Sg/sfesm é de sí7za/ázação ambáentaJ Aeterogê7zea se ele é de estado ambiental

estacionário e se há diferentes configurações de sinal ambiental estacionário em faces

e células distintas.



Capítulo 3

IdentiH.cação de Padrões Celulares por

Cálculo de Atratores em J-SZ/stems

Neste capítulo propomos um método para identihcação de padrões celulares, nio-

dulados por interações justácrinas, através da computação de atratores em J-Sysfem$.

Para tornar seu entendimento mais fácil, convém neste momento antecipar a informação

de que estendemos a interpretação de que tipos celulares correspondem a bacias de

atração (KAUFFMAN, 1993; WUENSCHE, 1998b, 2004) de redes intracelulares, de modo

a conceber os padrões celulares como atratores globais em J-Syséerrzs. Mais detalhes

relativos a esta interpretação são fornecidos na Seção 5.1.

Um sá$fema dí &(2 Rico dá$creto consiste ein um espaço de estados X e um mapeamento

/ : X --, X tal que / define a evolução no tempo do sistema, ou seja, depois de t pa.sãos

discretos de tempo o sistema estará no estado /t(zO), supondo que o estado inicial foi aço

Definimos como sendo a órbála O(z) (ou &r@etóha) do estado z c X o conjunto O(z) =

{/'(z) : t 2 0}. Dizemos que z c X é um atrcié07 po zZua/ (ou partia alzator ou estado

estacionado) se /(z) = z. Se existe algum n 2 1 tal que /"(z) = #, então dizemos que

z é pehódáco e (denominamos o conjunto {z, /:(z), /'(z), . . . , /"(z)} de atracar pehódÍco

(ou perüdo/cicio aÍral70r). Quando usarmos a palavra atrator sozinha estaremos nos

referindo a um ponto atrator ou a um ciclo atrator. Definimos o comphmenÉo de um

atrator como sendo o seu número de estados: atratores periódicos têm comprimento

maior do que l e atratores pontuais têm comprimento igual a 1. Além disso, dizemos que

z c X é [rarisáenÉe se existe n, m ? ] ta] que /"+"(z) = .f"(z).

Um sá$tema dinâmico discreto ./izzifo (SDF) é um sistema dinâmico discreto (X,/)
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onde X é finito. Se X é finito, então todo estado z C X é um estado transiente ou

pertence a urn atrator, de modo que toda órbita O(r) consiste em unia parte transiente

e urna pare que está ern um atrator.

Denominamos de dínámáca de um SDF (X, /) ao conjunto de todas m órbita O(a;),

a qual pode ser naturalmente representada por um grato dirigido G.r = (y. E) chamado

g,a/o do esp«ço de es idos o«de }'' = X e (:«, g/) C E se e sor«e-te se ./(:«) = g/.

(a) ftOe (c) +

Í{X) ©

\ /

...,. .N/

:;'')T<~::=
/T\

(e)

©

\l/
. 1
'i'''i

t

\l/
Í '
e

(b) (d)

Figura 3.1: (a): Parte de uma órbita O(z) em um espaço de estados X, onde /2(z) é o sucessor
de /:(z) e z é a pré-imagem (ou predecessor) de /:(a). (b): O estado Z/ tem grau de entrada 3.
(c): Exemplo de atrator pontual (à esquerda) e periódico (à direita); (d): Exemplo de atrator
periódico com uma de suas árvores transientes. O estado a é um exemplo de estado do tipo
jardim do éden. (e): Exemplo de bacia de atração.

Dado um estado a; c X, dizemos que /'(z) é o sucessor de /:(z) e z é a pré-ínlagem

(ou predecessor) de ./i(z). Um estado pode ter mais do que uma pré-imagem, sendo o

número total de pré-imagens de um estado o seu grau de entrada. Os estados que são

pré-imagem podem ter suas próprias pré-imagens e assim poi diante. Se um estado não

tem pré-imagens ele é dito ser um estado Jardim do éden. Em SDFs as trajetórias sempre

levam a atratores, que podem ser pontuais (contendo um estado) ou periódicos (contendo

dois ou mais estados); o comprimento (ou período) de um atrator é o seu número de

estados e a parte de uma trajetória que está fora do atrator é chamada parte transiente.

Tbine um estado de uni atrator e as sua.s pré-imagens, excluindo a pré-imagem que está

no próprio atrator; agora considere as pré-imagens destas pré-imagens e assim por diante
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até que os estados do tipo jardim do Éden sejam alcançados; a parte do grato do espaço de

estados que contém estes estados é uma árvore transiente enraizada no estado que está no

atrator. Considere os estados de um atrator e suas correspondentes árvores transientes;

o grato contendo todos estes estados é chamado de óacáa de atrai:ão, sendo que podem

existir bacias de atração sem m árvores transientes, ou seja, apenas com os estados do

atrator. Agora considere o grato contendo o conjunto de todas as bacias de atração de

um espaço de estados; este grato é chamado campo afraÉor e o seu número de vértices é

igual ao número de estados do espaço de estados. A Figura 3.1 ilustra essas definições e

termos associados à dinâmica de SDFs.

3.1 Atratores em Redes Dinâmicas Discretas

Uma típica aplicação de SFDs é na descrição da evolução de um número finito de

elementos (variáveis) conectados entre si e que têm seus estados internos atualizados

por funções que representam suas interações. Em outras palavra, seja um conjunto de

variáveis #l,z2, . . ,zn que assumem valores num conjunto anito X e sejam as funções

/1 , /2 , . . - , /n tal que a função ./: : X" --+ X determina o estado da variável =i. Não é difícil

ver que o espaço de estados X" e a função / : (/l, . . . ,/n) : X" --, X" correspondem

a uni SDF e que sua dinâmica pode ser representada pelo grato do espaço de estados

G.Í = (y. .8). Chamaremos este tipo de aplicação de f?ede Dánâ7rtáca Discreta (RDD).

Uma questão importante nesse tipo de SDF é: dado urna RDD (X",/) é possível

predizer sua dinâmica G/? Esta importância deriva do fato de que RDDs podem ser

aplicadas na modelagem de sistemas em várias áreas, da física à biologia. A dinâmica

de RDDs depende de suas conexões e das regras lógicas que atualizam cada elemento,

que podem comportar grandes e complexas redes de conexão, o que torna tais sistemas

difíceis de tratar analiticamentel daí que o seu estudo e análise geralmente passam por
qi rTll 1 1 nf.Ãnq n 1 1 rilórir n q

AW)PV VU XXU&XEVZ AVUV H

A identificação de uma bacia de atração a partir de um dado estado não é um pro-

blema trivial. Métodos enumerativos, em geral, requerem o teste exaustivo do espaço

de estados inteiro, o que evidentemente os torna impraticáveis para RDDs de tamanho

relativamente grande. Alguns trabalhos (JEN, 1989, 19871 MAR;l'IN; ODLYZKO; WOLFRAM,

1998) mostraram que, para classes especiais de RDDs com regras de transição e estrutura

algébrica simples, métodos mais eficientes podem ser formulados.
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Wuensche (WUENSCnE, 1998a) propôs um algoritmo capaz de computar diretamente

todos os predecessores de unl dado estado ou computar diretamente que ele é um estado

do tipo jardim do Éden, o (lue permite (lue uma bacia de atração inteira seja compu-

tada a partir de um estado qualquer, numa estratégia reérocederzÉe ("backward rurirtÍng')-

Usando este algoritmo, o próprio Wuensche desenvolveu um método para construir a ba-

cia de atração a partir de urn dado estado (chamado esZctdo serrlerzíe), que pode ser assim

resumido:

1. A rede é itcrada de turma progressiva ('$orward rzn ng') a partir do estado semente

até que um ciclo atrator seja encontrado (identificado pela repetição de um estado

já computado anterionnente);

2. Uma vez que o atrator é conhecido, os seus estados são tomados como as raízes

das árvores transientes que estão enraizadas no atrator. Usando o procedimento

retroccdente, as pré-imagens dc cada estado do atrator são computadas, excluindo

aquelas que pertencem ao próprio atrator.

3. O procedimento retrocedente é reaplicado em cada uma das pré-imagens obtida.s

no passo anterior, e assim por diante, até que todos os estados do tipo jardim do

Eden sejam alcançados. Estes estados são folhas nas árvores transientes e não têm

pré-imagens.

Para construir o campo atrator inteiro é preciso dispor de uma tabela de marcação,

um vetar de IXl" bits onde cada bZI representa um estado no espaço de estados X". A

primeira bacia de atração é construída tomando como semente o estado representado pelo

primeiro báÉ da tabela, e na medida ern que ela vai sendo construída, os seus estados vão

sendo marcados na tabela. Quando esta bacia está completa, o próximo estado disponível

(não marcado na tabela) é usado como semente para a próxima bacia. Assim fazemos até

que não restem mais estados não marcados na tabela. Este procedimento para construção

de campos atratores é chamado de algoritmo Reverso.

Para computar o campo atrator inteiro, o algoritmo Reverso consome tempo pro-

porcional a IXj", o que, evidentemente, o torna impraticável para RDDs relativamente

grandes. Como alternativa, há métodos estatísticos que têm sido usados em vários

trabalhos (GUTWITZ, 1991; KAUFFMAN, 1993) para o estudo da estrutura de bacias de

atração. A idéia central desses métodos pode ser assim resumida:

1. Escolha aleatoriamente um estado em X que será o estado semente
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2. A rede é iterada de forma progressiva a partir do estado semente até que um ciclo

atrator seja encontrado (identificado pela repetição de um estado já computado

anteriormente) ;

3. Repita os passos (1) e (2) até que uma boa amostra de X seja obtida

A freqüência com que os atratores são alcançados indica o tamanho relativo das bacias

de atração. Além disso, outros dados são extraídos como, por exemplo, o número de bacias

de atração, o tamanho das árvores transientes e o tamanho do períodos dos atatores.

Vamos chamar o método baseado nessa estratégia de ReversoAleatõrio.

3.2 Atratores em Redes Intracelulares de J-SZ/stemlzs

Definimos uma r-ede ntrace/u/ar R de uni J-Sys&errt como sendo uma estrutura

constituída de dois componentes: n = (ç, @), onde g = Igi,g2, . . . ,çiÇll são as variáveis

de estado intracelulares e W = l@t, @2, . . . , @lçll sum correspondem funções de transição.

Se numa rede intracelular não existissem outros sinais além daqueles representados

pelos valores dm variáveis enl g, bastaria tomar a RDD (GIÇI, @) e nela aplicar direta-

mente o algoritmo Reverso para que pudéssemos conhecer a dinâmica associada à rede

intracelular R. Entretanto, além dos sinais intracelulares (valores das variáveis em g),

numa rede intracelular operam também sinais independentes da própria rede. Isso nos

permite classificar os sinais presentes numa rede intracelular em dois tipos:

(a) Os ánaáõ ZocaZmerzle ndependerz&e (SLI), que são aqueles não influenciados por

qualquer outro sinal com origem na própria rede intracelular; eles podem ser sinais

de entrada e/ou sinais externos, sendo que os sinais eder?los correspondem aqui

àqueles sinais oriundos da membrana da própria célula ou das células vizinhas; isto

é, os sinais localmente independentes podem ser representados pelos valores de três

tipos de variáveis: 1) as variáveis de entrada da própria célula, 2) os sinalizadores de

membrana da própria célula, caso a arquitetura do 3-Syslerri sda com membranas

(ver Figura 3.6, página 77) e 3) as variáveis de saída das células vizinhas, caso a

arquitetura do J-SysÉem seja sem membranas (ver Figura 3.3, página 60).

(b) Os sárzaãs /oca/rneztée reyzé/aços (SLR), que são aqueles que dependem de ao menos

um outro sinal com origem na própria rede intracelularl eles são representados pelos
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valores das variáveis de estado da rede intracelular da própria célula, tenha ou não

o J-Systern em questão uma arquitetura com membranas.

Dada a clmse dos SLI, é possível caracteriza-los com relação ao tipo de influência que

podem exercer sobre uma rede intracelular. Há duas situações básicas:

© Os SLI incidem sobre uma variável da rede intracelular não regulada localmente, ou

sela, uma variável sobre a qual não incide qualquer outro sinal oriundo de alguma

outra variável de estado da própria rede intracelular.

Vale observar que se o SLI que incide sobre uma variável da rede intracelular não

regulada localmente torna-sc estacionário (ou periódico), então o estado da variá-

vel que é alvo do sinal também torna-se estacionário (ou periódico), pois estamos

supondo que as funções de transição são invariantes no tempo e os modelos são

determinísticos.

Tipicamente, usamos SLI (do tipo sinais de entrada estacionários) para representar

a expressão constitutiva de genes

e Os SLI incidem sobre uma variável da rede intracelular regulada localmente, ou

seja, uma variável sobre a qual incide pelo menos um sinal oriundo de alguma outra

variável dc estado da própria rede intracelular.

Nesse caso, se o SLI tornar-se estacionário (ou periódico), isso não implica, ne-

cessariamente, que o estado da variável alvo também torna-se-á estacionário (ou

periódico), pois, lembremos, além dos SLI, sobre as variáveis localmente reguladas,

também incidem sinais oriundos de outras variáveis de estado pertencentes à própria

rede intracelular.

Tipicamente, usamos sinais de entrada incidindo sobre variáveis localmente regula.

das para representar o nocaute ou super-expressão de genes.

Se excluirmos de uma rede intracelular os seus SLI e os seus sinais de saída, obteremos

uma estrutura similar à uma RDD, pois uma RDD pode ser vista como um caso particular

de J-Sg/s&erri onde o reticulado tem apenas uma célula e onde € = .S = ,4 = 23 = ü.

Portanto, redes intracelulares em J-Sg/sferris são como RDDs às quais são acrescidos sinais

localmente independentes (os sinais de entrada e os sinais externos) e os sinais de saída

Para que possamos computar as bacia de atração de uma rede intracelular R co

derando a presença de seus sinais localmente independentes:

risl
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1. Construímos uma extensão de R definida pelos seguintes procedimentos

e Incorporamos ao conjunto das variáveis de estado intracelulares uma variável

para cada um dos sinais independentes que incidem sobre a rede intracelular.

Denotarnos estas variáveis por bi, sendo que há um variável bi para cada função

de vizinhança ou membrana (ver Seção 2.4.1);

© Definimos para as variáveis de estado incorporadas funções de transição

constantes. Isso porque, como veremos adiante, estas variáveis representam

sinais independentes que são constantes quando o sistema está em estado esta-

cionário ou quando o sistema está num atrator periódico cujas saídas da rede

intracelular são constantes.

2. Aplicamos na RDD associada à rede intracelular expandida o algoritmo Reverso

Na Figura 3.2 ilustramos os tipos de sinais em uma rede intracelular simples e o seu

processo de expansão, e no Procedimento l (chamado de ReversoLocal) descrevemos mais

precisamente o processo de identificação de bacias de atração em redes intracelulares.

..; bO'''?'''l'
bOÍt]

B'" gl

'll:}.J''''' g'

ã'/

.; bl

Célula p

}.. ''{ Rede Intracelular

Rede Intracelular Expandida

Figura 3.2: Nesse exemplo de rede intracelular, os sinais ó0ltl, ólltl, e0ltl, eljtl são localmente

independentes e os sinais g0ltl, pljtl, p2ltl e g3lltj e g4ltl são localmente regulados. Na rede

intracelular expandida é incorporada uma variável para cada sinal localmente independente e é

deíinda uma função de transição do tipo constante para cada uma.

Para facilitar a compreensão do Procedimento 1, vale lembrar que B (linha 3) denota o

domínio de valores dos sinalizadores externos. Vale notar também que se a rede intracelu-

lar expandida for grande ao ponto de tornar a computação do seu campo atrator através
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Entrada: uma rede intracelular R = (g, q')
Saída: o campo atrator local (CAMPO)

i: for cada sinal localmente independente óÍltl presente em R do
2: Ç .- Ç; u {b:}
3: V'ó: '-' {(z, y) € ]B x B : z
4: @ - © U {Úó:}
s: end for
6: for cada sinal localmente independente eíltl presente em R do
7: g - Ç U {eí}
8: V'.: '- {(z, y) c E x E : z = y}
9: W '- 'P u {@..}

10: end for

11: CAMPO '-- Reverso((Glgl, @)) {ou ReversoAleatório((GIÇI, ü))}

de Reverso inviável, podemos utilizar um método estatístico (ReversoAleatõrio) para

fazê-lo, conforme rriencionado na Seção 3.1.

3.3 Atratores em Redes de Membrana de ./-Sustems

Definimos urna rede de memtZ)ra la de unia face / (segmento de membrana) como sendo

uma estrutura constituída de dois componentes: M = (B/, o/), onde B.r = lól:, b: , - - . , óf/il

são os sinalizadores de membrana e O/ = 10i , 0}, . . . , OP/il são suas correspondes funções
dn t rn nc=iPân

De modo similar às redes intracelulares, nas redes de membrana também operam sinais

localmente independentes e localmente regulados, de modo que se delas excluirmos estes

sinais, também obteremos RDDs. Logo, redes de membrana em J-Syséems também são

como RDDs às quais são acrescidos os sinais localmente independentes, no caso os sinais

oriundos das saídas da rede intracelular da própria célula, aqueles oriundos da membrana

da face oposta da célula vizinha (ver Figura 3.6, página 77) e aqueles oriundos de si-

nalizadores ambientais. Sendo assim, podemos aplicar o mesmo procedimento usado nas

redes intracelulares (algoritrno ReversoLocal), com ligeiras modificações, para calcular os

campos atratores das redes de membrana. O procedimento 2 detalha estas modificações.

Aqui também vale notar que, igualmente ao caso de ReversoLocal, se a rede de

membrana expandida for demasiado grande para o uso de Reverso, podemos utilizar um

método estatístico para computar seu campo atrator (ver Seção 3.1).
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a

rede de membrana
Entrada: urna rede de membrana À/ = (23.Í, Q)
Saída: o campo atrator local (CAMPO)

1: for cada sinal localmente independente siltl presente em .A/ do
2: B.r +-- B.r U {si}
3: 0,: .-- {(z, g/) C S x $ : z = y}
4: 0 - 0 u {0,:}
s: end for
6: for cada sinal localmente independente ó;ltl, g # /, presente em ]W do
r: B.r - B.r u {b;}
8: Oõt - {(z,3/) c ]B.r x ]B.r : z - y}

9: 0''- 0 U {0Õl}
10: end for

ii: for cada sinal localmente independente alltl presente ern ]W do

12: B.Í +"- 23/ U {a/}
13: 0.! '-' {(z, y) € A x .A : " - g/}

i4; 0 -- 0 u {0.!}
ls: end for
iõ: CAMPO '-- Reverso((]BF'l, O)) {ou ReversoAleatõrio((B.f 'l, O))}

3.4 Algumas Definições, Nomenclatura e Notação

Quando usarmos a expressão 'mde laca/' estaremos nos referindo a urna rede intracelu-

lar ou a uma rede de membrana. Dada a dinâmica CAMPO (última linha dos Procedimen-

tos l e 2) associada a unia rede local, denominamos: a) alfaia /oca/ qualquer elemento

de CAMPO que é um atrator, b) poízÉo a(Tutor /ocas (ou estado esíacáonáráo ZocaZ) qualquer

elemento de CAMPO que é um ponto atrator e c) pem'odo a&raíor ZocaJ (ou c clo aíraíor

laca/) qualquer elemento de CAMPO que é um período atrator.

Um alraÍor g/obaZ em J-SysÍems é, como sugere o nome, um atrator da dinâ,mica

associada ao SDF que envolve todas as variáveis em cada uma das células e segmentos

de membrana do reticulado. Se este atrator é periódico, dizemos que ele é um pem'odo

alrator g&aba/, e se ele ê pontual, dizemos que ele é um porz&o at7afoz global (ou esfüdo

estacioTtáv'io global).

É conveniente identificar algumas propriedades relacionadas à dinâmica das redes lo-

cais, representada pelas bacias de atração forncecidas pelos procedimentos ReversoLocal

ou ReversoLocaIModificado, que posteriormente serão utilizadas na definição do escopo

do método:

1. Se a rede local (intracelular ou de membrana) entra em estato estacionário, então
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certamente a correspondente configuração de saída torna-se estacionária, mas o in 

verso não é verdadadeiro; ou seja, se a saída tornar-se estacionária, isso não significa, 

necessariamente, que a rede local atingiu um ponto atrator. A rede pode estar em 

um ciclo atrator ou mesmo em urn estado transiente e, ainda assim, apresentar 

saída constante. Isso porque, mesmo que as funções de saída em <[> sejam todas do 

tipo identidade, pode ocorrer a seguinte situação: as variáveis em Ç ( ou em B f) não 
estão todas estacionárias, mas há um subconjunto delas que está (isso pode ocorrer) 

e as funções em <[> têm corno "entradas" justamente variáveis neste subconjunto. 

Uma observação a fazer é que, se admitíssemos que as funções de saída cm <l:> não 

seriam todas do tipo identidade, poderíamos definí-las de tal modo que, embora as 

variáveis em Ç ( ou em B f) que servem de "entrada" para as funções em <l:> pudes 

sem não estar estacionárias, ainda assim as funções de saída em <[> as tornariam 

estacionárias; 

2. Diferentes pontos atratores locais podem estar associados a uma mesma configuração 

de saída estacionária. 

3. Um ponto atrator local está associado a uma única configuração de saída esta 

cionária. 

4. Diferentes ciclos atratores locais podem estar associados a uma rnerna saída, que 

pode ser estacionária (pontual) ou periódica. 

5. Um ciclo atrator local está associado a uma única saída, que pode ser estacionária 

(pontual) ou periódica. 

Da primeira propriedade acima deriva que os atratores periódicos locais podem ser de 

dois tipos: atrat.or periódico de saída pontual (ou estacionária) ou atrator periódico de 

saída periódica; ou seja, todos os atratores pontuais certamente têm saídas pontuais, mas 

podem existir alguns (possivelmente nenhum) atratores periódicos com saídas pontuais. 

Seja A= {a1, a2, ... an} o conjunto dos atratores locais da dinâmica associada à rede 

intracelular num J-System, para os quais adotaremos urna representação em vetor. Se um 

atrator local aj E A é do tipo pontual, ele será representado por um vetor unidimensional 

isto é, aj[k], 1 s; k.:::; IQI, denota o valor da variável de estado l quando a rede intracelular 
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está no ponto atrator local aj. Se aj é um atrator local periódico, ele será representado

por um vetor bidimensional

aj jl. . lgjljl. . jajjl)

onde jajl denota o comprimento do atrator periódico aj; ou seja, ajjkjl lál denota o valor da

variável de estado gk, quando a rede intracelular está no estado á do ciclo atrator aj.

Seja y = {gk c Ç; : sobre gk incide algum sinal externos. O conjunto P,y c Ç, opera

como uma "porta" através da qual entram os sinais externos na rede intracelular (ver

Figura 3.3, página 60). Os valores das variáveis de estado em P, no atrator aj, também

terão urna representação eni vetor, a qual será denotado por

}''';li..lvll,

se o atrator é do tipo pontual; ou sela, y'jlkl denota o valor da variável de estado gk,

gk c y, quando a rede intracelular está no ponto atrator aj. Caso o atrator aj sela do

tipo periódico, a representação pode ser em uma dimensão, como acima, ou em duas

dimensões, a qual denotaremos por

L'';; li. . IVllli. . ml,

sendo que m, m $ jajl, denota o comprimento do período determinado apenas pelos ele-

mentos de V'j. Essas duas representações derivam do fato de que Z(P) é um subconjunto

de ç, ou sda, podem existir diferentes estados em aj tal que para eles o valor das variáveis

de estado em P mantém-se constante.

Seja Z(y) = {gk C Ç7 : o sinal produzido por gk incide sobre algum elemento de y} e

/'; it. . lz(v)ll,

a representação em vedor dos valores das variáveis de estado em -r(y), quando a rede

intracelular está no ponto atrator aj. Similarmente a y, caso o atrator aj seja do tipo

periódico, a representação pode ser em uma dimensão, como acima, ou em duas dimensões,

que denotadarenios por

.r;; li. . IZ(V)llli. . ml,

sendo que m, m $ jajl, denota o comprimento do período determinado pelos elementos



3.4 Algumas Definições, Nomenclatura e Notação 56

de /'j, como no caso anterior.

Denotamos por S'j a representação em vedor do valor das saídas associadas ao atrator

local aj. Se aj é unidimensional (um ponto atrator), então certamente S'j também o é, e

será denotato por

s;;lt..l.s l,

isto é, S'j lkl denota o valor da variável de saída sk quando a rede intracelular está no ponto

atrator aj. Se aj é bidimensional (unl período atrator), então Saj pode ser bidimensional,

caso aj se.la de saída periódica, ou unidimensional, caso aj seja de saída pontual. Se S'j é

bidimensional, então ele será denotado por

s;; it. . l.sllli. . ml,

sendo que m $ jajl denota o comprimento do período determinado pelos elementos de .S.

Adotarernos uma notação para a representação dos atratores locais de membrana.

Seja B = {bi, b2, . . . b.} o conjunto dos atratores locais da dinâmica associada à rede de

membrana num J-Sg/atem, para os quais adotaremos uma representação ein vetar. Se um

atrator local bj c B/ é do tipo pontual, ele será representado por um vedor unidimensional

bj li. . IÇ/ll,

isto é, bjjkj, l 5; k $ 1a.rl, denota o valor da variável de estado bk quando a rede de

membrana está no ponto atrator local bj. Se bj é um atrator local periódico, ele será

representado por um vedor bidimensional

bj it. . lõ/llli. . jbj ll,

onde jbjl denota o comprimento do atrator periódico bj; ou seja, bj lkll 1 1 denota o valor da

variável de estado bk, quando a rede de membrana está no estado { do ciclo atrator bj.

Seja PB/ = {bk c li/ : sobre bk incide algum sinal externos. O conjunto PZI.r,yZI.r c

BI', opera como uma "porta" através da qual entram os sinais externos na rede de mem-

brana (ver Figura 3.6, página 77). Os valores das variáveis de estado em Pfi.r, no atrator

bj, também terão uma representação em vedor, a qual será denotado por

}''''; li. . lõ.rll,
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se o atrator é do tipo pontuall ou seja, Vbilkl denota o valor da variável de estado bk,

bk c PB/, quando a rede intracelular está no ponto atrator bj. Caso o atrator bj seja

do tipo periódico, a representação pode ser em urna dimensão, como acima, ou em duas

dimensões, a qual denotaremos por

v'';lí.. l /llli. .ml,

sendo que m 5; jbj l deEiota o comprimento do período determinado apenas pelos elementos

de }''bj. Essas duas representações derivam do fato de que yZ3.r é um subconjunto de 23.r,

ou seja, podem existir diferentes estados em bj tal que para eles o valor das variáveis de

estado em PZ3/ mantém-se constante.

Seja -r(PZ3.r) = {bk c B/ : o sinal produzido por bk incide sobre algum elemento de yB.r}

e

/'; ll. . lz(põ/)il,

a representação em vedor dos valores das variáveis de estado em Z(yZ3/), quando a rede

de membrana está no ponto atrator bj. Similarmente a Z(P), caso o atrator bj seja do

tipo periódico, a representação pode ser em uma dimensão, como acima, ou em dum

dimensões, a qual denotadaremos por

/';li. . IZ(VZI.r)llli. . ml,

sendo que m $ jbjl denota o comprimento do período determinado pelos elementos de /bj,

como no caso anterior.

Denotamos por Sbj a representação em vedor do valor das saídas associadas ao atrator

de iliembrana local bj. Se bj é unidimensional (um ponto atracar), então certamente Sbj

também o é, e será denotado por

s';li..l.sll,

isto é, Sbj lkl denota o valor da variável de saída sk C .SB/ (ver Figura 3.6) quando a rede

de membrana está no ponto atrator bj. Se bj é bidimensional (um período atrator), então

Sbi pode ser bidimensional, caso bj seja de saída periódica, ou unidimensional, caso bj seja

de saída pontual. Se Sbj é bidimensional, então ele será denotado por

S'; li. . l.SÕ.rllli. . ml,
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sendo que m $ jbjl denota o comprimento do período determinado pelos elementos de

3.5 Atratores Globais em J-SZ/stems

Nesta Seção propomos um método para computação de atratores globais em J-Systems,

o qual opera sob algumas restrições, a saber:

O J-Sy$éem deve ser de memória homogênea igual a 1, ou seja, r = 1 para todas as

variáveis do modelo.

O J-SysÉem deve ser de entrada estacionária, caso tenha variáveis de entrada

O J-System deve ser de estado ambiental estacionário, caso tenha sinalizadores de

ambiente.

O J-System deve ser determinístico e síncrono

O domínio das variáveis de estado deve ser discreto e finito

O método opera com duas arquiteturas de J-S#sfems distintas: J-SZ/ [ems scm Sina-

lizadores de Membrana e J-Syslems com Sinalizadores de Membrana. Para facilitar sua

descrição vamos trata-las separadamente. A ideia geral do método para identiâcação de

atratores globais em J-Systems pode ser resumida, grosso modo, nos seguintes itens:

(i) Primeiro calculamos as bacias de abração da rede intracelular do J-Syséem para cada

uma das configurações estacionárias nas entradas e nos sinais externos. Ern seguida,

usauios estro bacia para construir o campo atrator da rede intracelular. Isso pode

ser feito através do algoritmo ReversoLocal, descrito no Procedimento l.

(ii) Depois calculados as bacias de atração das redes de membrana para cada uma das

faces (segmentos de membrana) da célula, caso a arquitetura do J-Systerrz contenha

sinalizadores de membrana. Isso pode ser feito através do Procedimento 2 (algoritnio

ReversoLocaIModificado).

(iii) Em seguida, arranjamos, em agrupamentos de células vizinhas do reticulado, os

atratores presentes no campo atrator da rede intracelular e da rede de membrana

(caso exista) de modo a obter nesses agrupamentos combinações de atratores locais
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tal que as saídas e as entradas das células sejam compatíveis (na Seção 3.6.3 defini-

mos precisamente o significado que estamos atribuindo à noção de compatibilidade).

Como em sinalização justácrina o processo de comunicação intercelular está bmedo

no contado célula-célula, podemos tomar esses arranjos comia unidades de fonnação

dos atratores globais.

(iv) Por fim, preenchemos o reticulado encaixando esses arranjos nas posições definidas

por suas células

3.6 Primeiro caso: J-SZ/sí:ems sem Sinalizadores de
Membrana

Nessa arquitetura os SDFs associados às membranas são vazios (B = Ü), ou seja, as

funções de vizinhança A (Seção 2.4.1) nos sinais de saída da rede intracelular de uma

célula incidem diretamente sobre o estado da rede intracelular das células vizinhas (ver

Figura 3.3). Isso implica que, nesse caso, será preciso "sintonizar" atratores de RDDs

idênticas, pois as RDDs intracelulares, eni toda célula do reticulado, são réplicas da mesma

rede intracelular. Para tanto, as funções de transição (@) da rede intracelular e m funções

de vizinhança A que atualizarn as variáveis em P devem "cornbinaP' os sinais de saída das

células vizinhas quando atualizam esses componentes intracelulares. Lembremos que y

opera como uma "porta" através da qual entram os sinais externos na rede intracelular.

O campo atrator local fornecido por ReversoLocal é o mesmo para toda célula do

reticulado, pois as entradas e a rede intracelular são as mesmas em todas células, que são

conectadas simetricamente, às células vizinhas, através das saídas, que também são as

mesmas em todas as células

Se o campo atrator local é o mesmo em toda célula, então obviamente os atratores (pe-

riódicos e pontuais) locais também são os mesmos em todas as células do reticulado. Daí,

podemos estabelecer que um atrator global corresponde a uma combinação de atratores

locais, tal que:

1. a(s) configuração(çõcs) de saída proporcionada(s) por um atrator local de uma célula

p deve(m) ser compatível(eis) com a(s) configuração(ções) dos sinais externos dos

atratores locais das células vizinhas à célula p.

2. a(s) configuração(ções) de saída proporcionada(s) pelos atratores locais das células
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vizinhas à célula p deve(m) ser compatível(eis) com a(s) conâguração(ções) do(s)

sinal(is) externo(s) requerida(s) pelo atrator da célula p.

Figura 3.3: Recorte de um reticulado linear de células retangulares contendo as células p 1, p

e p + l (as linhas tracejadas representam os limites das células) na arquitetura de J-Syslem onde
não há variáveis de estado associadas às membrana dm células, isto é, onde temos 23 = g. Nesse

caso os sinais externos, oriundos das funções de vizinhança A na saída .S das células vizinhas,

incidem diretamente sobre um subconjunto y das variáveis de estado da rede intracelular, que

representa a "porta" de entrada dos sinais externos.

Vamos denominar de propMedades de sánÉonÍa essas duas restrições, que serão uti-

lizadas na identificação de arranjos compatíveis de atratores locais em agrupamentos de

células vizinhas.

Para facilitar a análise dessas combinações entre atratores locais de células vizinhas

entre si, vamos classiÊcá-las nos seguintes casos: (i) ponto atrator de uma célula p combi-

nado com ponto atrator das células vizinhas à célula p ; (ii) ponto atrator de uma célula

p combinado corri ciclo atrator das células vizinhas à célula pl (iii) ciclo atrator de urna

célula p combinado com ponto atrator das célula vizinhas à célula p; (iv) ciclo atrator

de uma célula p combinado com ciclo atrator das células vizinhas à célula p; (v) ponto

atrator de uma célula p combinado com ciclo atrator e ponto atrator das células vizinhas

à célula p e (vi) ciclo atrator de uma célula p combinado com ciclo atrator e ponto atrator

das células vizinhas à célula p.

Dadas as classes de combinção entre atratores de células vizinhas acima, temos que

cada uma delas que envolve pelo menos um ciclo atrator (ii, iii, iv, v e vi) pode ser dividida

em dois grupos: aquele onde os atratores são de saída pontual e aquele onde os atratores

são de saída periódica.



3.6 Primeiro caso: J-SZ/stems sem Sinalizadores de Membrana 61

O método para identificação de atratores globais em J-Sy lema que estamos propondo

opera aperta:s para atratores locais cuja saídas sejam pontuais.

3.6.1 Combinação de Atratores Locais Pontuais

Urna primeira situação a considerar é aquela onde temos apenas pontos atratores a

combinar. Se a rede intracelular atingiu uin ponto atrator local então certamente o seu

estado (local) corresponde a um estado estacionário local (EEL). Se a rede intracelular

está ern EEL, então seus sinais de saída são estacionários. Em um J-Sg/sfern que está em

estado estacionário global (EEG) as "réplicas" da rede intracelular, em todas as células,

estão em EEL. Isso implica que os sinais de saída da rede intracelular, em todas as células

do reticulado, são todos estacionários. Nessa arquitetura, J-SgsÉems sem Sinalizadores

de Membrana, os sinais de saída de rede intracelular de uma célula incidem diretamente

sobre o estado da rede intracelular das células vizinhas. Daí, temos que se o J-System está

em EEG, então as saídas da rede intracelular e os sinais externos, em todas as células, são

todos estacionários. Como estamos assumindo que o J-Sg/saem é de entrada estacionária,

então se o J-Sg/sterrz está em EEG, então ternos que toda célula p do reticulado apresenta

sinais de entrada e sinais externos ambos estacionários.

Corno a rede intracelular é replicado em todas células do reticulado, o campo atrator

local associado a cada uma delas é o mesmo, então obviamente os pontos atratores locais

associados às células também são os mesmos, para todas elas. Daí, podemos concluir

que um ponto atrator global (ou estado estacionário global - EEG) corresponde a uma

distribuição (arranjo) de pontos atratores locais entre as células do reticulado tal que:

1. a configuração de saída proporcionada por urn ponto atrator local de uma célula

p deve ser compatível com a configuração dos sinais de externos requerida pelos

pontos atratores locais das células vizinhas à célula p;

2. as configurações de saída proporcionadas pelos pontos atratores locais das célu-

las vizinhas à célula p devem ser compatíveis com a configuração do sinal externo

requerida pelo ponto atrator da célula p.

Ou seja, um ponto atrator global (ou EEG ) equivale a um arranjo de pontos atratores

locais entre as célula do reticulado que obedece às propriedades de sintonia.
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3.6.2 Combinação de Atratores Locais Periódicos

Se um arranjo de atratores locais entre as células do reticulado (lue obedece às proprie-

dades de sintonia contém apenas atratores pontuais, então o arranjo sintõnico equivale

a um EEG. Entretanto, se ao invés de termos apenas pontos atratores locais, tivermos

também ciclos atratores locais (desde que de saída pontual), ainda assim teremos que um

atrator global corresponde a um arranjo de atratores locais que satisfazem às propriedades

de sintonia. Isso porque, como a comunicação intercelular em J-S#sÉems está baseada nas

variáveis de saída, os atratores periódicos locais de saída pontual comportam-se, do ponto

de vista da interação com as células vizinhas, como se fossem pontos atratores locais. Daí

que, durante a identiÊcação de atratores globais em J-Sysfems, podemos arranjar ciclos

atratores locais de saída pontual como se fossem pontos atratores locais

Atratores globais construídos a partir desse tipo de arranjo não correspondem a EEGs,

pois se existir no arranjo de atratores locais usado para compor o atrator global um único

ciclo atrator local (mesmo que de saída pontual) em alguma célula do reticulado, a cada

diferente estado deste ciclo atrator local corresponderá um diferente estado global. Se o

arranjo de atratores locais contém uma única célula na qual está colocado um ciclo atrator

local ai, então temos que o ciclo atrator global associado a este arranjo tem comprimento

igual ao comprimento do período atrator local, no caso mail. Se o arranjo de atratores

locais contém duas célula nas quais estão colocados dois ciclos atratores locais ai e aj

(não necessariamente diferentes), então o comprimento do ciclo atrator global associado

a este arranjo é jail + jajl. Generalizando, se o arranjo de atratores locais contém os ciclos

atratores locais ao, ai, . . . , a..i colocados em diferentes células, então o comprimento do

período atrator global msociado a este arranjo é jaol + hall # + ja.-i 1. Estamos msuniindo,

lembremos, que os ciclos atratores locais são de saída pontual (estacionária) .

Embora do ponto de vista teórico seja interessante identificar exatamente os ciclos

atratores globais, a interpretação de que uma bacia de atração corresponde a um tipo

celular (ver Seção 5.1) nos permite afirmar que o mais importante na compreensão da

dinâmica do sistema, à luz dessa interpretação, é a identificação dos arranjos que obedecem

às propriedades de sintonia, pois esses equivalem aos padrões celulares estáveis.

Além disso, é razoável supor que a ocorrência de atratores periódicos de saída pontual

sda relativamente freqüente, visto que geralmente a comunicação intercelular é realizada

através de poucas variáveis de saída, tipicamente três ou menos.
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3.6.3 Sintonia entre Atratores Locais Posicionados em Células

Vizinhas

Vamos denominar de aTraÍdo sinfónico g/oóaJ um arranjo de atratores locais (pontuais

ou periódicos), desde que de saída pontual, que cobre todas as células do reticulado e que

satisfaz às propriedades de sintonia. Um padzüo ceou/ar estáoeZ, abreviadamente padrão

(ou paftern), corresponde a um arranjo sintõnico global e para descrever como encontrá-

los é preciso antes definir mais formalmente o signiÊcado que estamos atribuindo à noção

de compatibilidade usada na descrição das propriedades de sintonia.

Dadas a geometria e as dimensões de um reticulado 7?. e uma célula p c 7Z, denotamos

por V'(p) o conjunto das células vizinhas à célula p e por P o conjunto formado por p e

sua,s vizinhas, isto é, P = {p} U }'(p). Além disso, denotamos por I''(P) = {q C R : q C

V(r) {q}, Vr C y(p)} o conjunto das células vizinhas das vizinhas de p. Evidentemente,

}'(p) e V(P) variam de reticulado para reticulado. A Figura 3.4 ilustra essas definições.

r

p :(iJ)

Figura 3.4: Exemplos de vizinhança em reticulados linear e planar. À esquerda, num reticulado

linear quadrado, sep = { temos que y(p) = {i 1, i+l} e que y(P) = {i 2, {+2}. Ao centro, num

reticulado planar quadrado, se p =(á,.j) temos que V'(p) = {(á,.j i),(i--i,.j),(i,j+t),(i+i,j)} e

que }'(P) .j-2),(í-i,.j l),(i 2,.j),(i-i,.j+i),(i,.j+2),(i+i,.j+i),(i+2,.j),(í+i.j l)}.
À direita, num reticulado planar hexagonal, se p = ({,.j) temos que V(p) = {(i l,.j), (i,.j+l), (i+

i,.j+i),(i+i,.j),({,j i),({-i,.j-i)} eque }''(P) .j),(i t,.j+i),(í,.j+2),({+i,.j+
2),(í+2,j+2),(i+2,.j+l),(i+2,.j),(i+i,.j-i),(i,.j 2),(i-i,.j-2),(i 2,.j 2),({ 2,.j i)}.

Consideremos um J-Sg/saem sem sinalizadores de membrana e suponhamos que no

seu campo atrator local o conjunto A dos atratores locais de saída pontual contém n

elementos, denotados aqui por ao, ai, . . . , a. i. Dizemos que aj C A posicionado na célula

p sintorzáza com ax, . . . , ay C A posicionados, respectivamente, nas células u, . . . , u C y(p),
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se as seguintes condições são satisfeitas

. Ç;lkl @*(4; 1A. . {l, E;; IÇ. . ,l , B;; lc. . .l), Vg* C 'P;

. U*lkl @k(.r:*lh. . il, Zi'lç. . ,l, Bi'lc. . el),Vg* C y;

. W'lkl @i;(/i'lh. . íl, Z:'lç. . rl, .B:'lc. . el),Vg* € y;

sendo que

o n;;lc..el = A(S:'lm..nl,.. . ,S:'jm..nl), onde A, lembremos, são as funções de

vizinhança ou membrana que atualizam os sinais externos,

o B;'lc. .el = a(S;;jm..nl,...,SJ'jm..nl,S'«lm..nl,.. .,S':jm. .nl), para algum

;w, . . . , a: C A posicionados em V(u) ((}'(u) n }'(p)) U {p}),

o n:'lc..el = a(S:*jm..nl,...,S;;lm..nl,S'«jm..nl,...,S':jm..nl), para algum

;w, . . . , a: € A pocisionados em t''(D) -- ((}''(u) n y(P)) u {P}).

Com relação a essas condições, vale a seguinte notação

\Çilkl denota o valor da variável de estado gt, gk c 'P, quando a rede intracelular,

na célula p, está no atrator local ai.

Eiilq. . rl denota o valor estacionário das entradas eq, . . . ,e' € f quando a rede
intracelular, na célula p, está no atrator local ai.

é8'1m. .nl denota o valor estacionário das saídas s",.. . ,s" C .S quando a rede

intracelular, na célula p, está no atrator local ai.

Bi'lc. . el denota o valor das variáveis do tipo sinal externo b', . . . , b' quando a rede

intracelular, na célula p, está no atrator local ai.

Ç' lh. . íl denota os valores das variáveis de estado gA, . . . , g: € Z('P), quando a rede

intracelular, na célula p, está no atrator local ai, sendo que supomos gh, . . . ,gi

estacionárias, isto é, /Dali/Z. . íl denota o valor estacionário de gh, . . . , gi
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Ou seja, dizemos que aj em p é sÍnÉón co (ou sintoniza) com ax, . . . , a, posicionados em

u, . . u C y(p), respectivamente, para algum a«, . . . , a: posicionados ein b, . . . , d € V(P),

respectivamente, se as condições acima forem satisfeitas. Denotaremos esse fato por

(aj,p) a l(a*, u), , (a,, «)l a l(a«, ó), , (a:, d)l

3.6.4 Identificação de Agrupamentos Sinfónicos

Dadas a geometria e as dimensões de um reticulado 7Z e uma célula p c R, deno-

minados o conjunto yP = {p} U }'(p) U }'(P) C 7Z de agr'upü nerllo (ou cZuséer) de

células com centro enl p. Dados os atratores aj,ax,. . . ,ay,a«. . .,az C A e as células

p,u,...,u,w,...,z c yP, denotamos por l(aj,p),(a*,u),...,(a,,u),(a«,Z,),...,(a:,d)l o

arranjo tal que: a) aj está posicionado em p; b) ax, . . . , a, estão posicionados em u, . . . , u,

respectivamente e c) a«, . . . , a: estão posicionados em w, . . . , z, respectivamente.

Se existe aj,ax, . . .,ay,a. . . . ,a: c A e p,u, .. . ,u,w, . . . , z c yP tal que

aj,p) a l(a*, u), , (a,,«)l a l(a«, b), , (a:, a)l,

dizemos que l(aj,p),(a*, u), . . . ,(a,, t,),(a«, b),. . .,(a:, d)l é um agmpame,zlo sántónáco(ou

c/usler sánóónãco).

Dados um agrupamento de células yP e um conjunto A de atratores locais, podemos

l,er vários agrupamentos sintõnicos. Para identifica-los, podemos usar o Procedimento 3.

Procedimento 3 : ClusterslnTune. Calcula o conjunto dos agrupamentos sintõnicos
Entrada: um agrupamento de células % e um conjunto A dos atratores locais
Saída: o conjunto CLUSTERS dos agrupamentos sintõnicos

1: CLUSTERS e-çõ

2: for cada arranjo l(aj,p),(a,.,u),. . .,(a,,t,),(a«,b),...,(a:,d)l do
3: if(aj,p) N l(a*,w),...,(a.,u)l = 1(a«,b),...,(a:,a)l then
4: CLUSTERS -. CLUSTERS u {l(aj,p),(a*,u), . . . ,(a,,«),(a«,b), . . .,(a:,d)l}
s: end if
6: end for

Vale notar que se não existir pelos menos um atrator local de saída pontual em A,

seja ele estacionário ou cíclico, então não será possível compor c/usfers sintõnicos. Além

disso, há também a possibilidade de termos uin J-System que proporciona um conjunto

de atiatores locais de saída pontual não vazio, mas que, ainda msim, não permite a

composição de c/usfes sintõnicos. Se não houver cluster sintânicos (CLUSTERS = 0), então
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não existirão arranjos sintõnicos globais, isto é, não haverá também padrões celulares

estáveis, e, por conseguinte, não existirão pontos atratores globais. Isso não quer dizer

que inexistem atratores globais no J-$ysÉem em questão. Eles existem, porém não serão

constituídos de arranjos de atratores locais com saída pontual, mias serão constituídos de

atratores locais periódicos de saída periódica, não podendo, portanto, ser detectados pelo

presente método.

Uma observação importante a fazer com relação ao Procedimento 3 é que ele é enume-

rativo e que existem IAji'-l arranjos l(aj,p),(a*,u), . . .,(a,,u),(a«,b),. . .,(a:,d)l, o que o

torna impraticável para conjuntos de atratores modestamente "grandes" em certos tipos

de reticulado, apesar de lypl ser fixo para um dado tipo reticulado (ver Seção 3.8).

Para atenuar essa restrição, podemos adotar filtros manuais no conjunto de atratores

a fim de reduzi-lo, os quais são geralmente bmeados no significado biológico do atrator

e podem scr definidos a partir do soPware que foi desenvolvido para dar suporte aos J-

SysÉems (ver Seção 4.3). Além disso, propomos um procedimento para cálculo de cZuslers

sintõnicos que realiza alguma economia de computação, através da exploração de algumas

características das funções de vizinhança A. Esse é procedimento descrito a seguir.

3.6.4.1 Cálculo de Clusters Sintõnicos por Pm'tes

O cálculo de c/usters sintõnicos por partes pode ser dividido ont três momentos: i)

dado um conjunto de atratores A e um agrupamento de células {p} U y(p) (ver Figura 3.4,

página 63) formado pela célula p e suas vizinhas, identificamos os arranjos de atratores

posicionados em {p} U V(p) tal que o atrator posicionado eni p e aqueles posicionados em

V(p) têm valores nos sinalizadores externos bí e nas saídas sí compatíveis entre si, segundo

as funções de vizinhança zX. Chamamos esses arranjos de mãcrocZusters pré-sinfónicos,

que são armazenados para uso posterior; ii) em seguida tomamos o "sZoÉe" formado pelo

agrupamento dc células yP e identificamos arranjos dc atratores posicionados cm yP tal

que os atratores posicionados em b'(p) e em y(P) têm valores nos sinalizadores externos b'

e nas saída s{ compatíveis entre si, segundo as funções de vizinhança A. Chamamos esses

arranjos de cZustezs pré-sántõz&Ícos. Para fazê-lo usamos os nticroc/usfers pré-sintõnicos

calculados rio passo anterior e iii) tentamos se os arranjos identificados no passo anterior

satisfazem as propriedades de sintonia.

A noção de compatibilidade usada na identificação dos mácrocZusters pré-sintõnicos

(passo i) explora o fato de que as funções z5 de vizinhança ou membrana são definidas de
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modo que não consideram a posição relativa dos sinais de saída que têm origem nas células

vizinhas e que nelas incidem. Isso permite representa-las em termos das quantidades

de tipos desses sinais de saída. Por exemplo, considere a uma função Boolena (5i num

reticulado planar quadrado que atualiza o sinalizados externo bi na célula (í, J) definida

por

Corno (5i não diferencia de quais vizinhas vêm os sinais de saída, ela pode ser repre

sentada de forma compacta por

Para definir mais formalmente a noção de compatibilidade mencionada acima,

suponhamos: a) um modelo com sinalizadores externos bi, . . . , b" e suas corresponden-

tes funções de vizinhança (5:, . . . ,õ" representadas na forma compacta; b) um atrator

al c A posicionado eni p com seus sinalizadores externos b:, . . . ,b" assumindo os valo-

res b!:, . . . , b;i, respectivamente, e suas saídas sl, . . . , s" assumindo os valores slj' . . . , s;,

respectivaiiiente e c) os atratores a*,...,a, C A' C A posicionados eni }''' C y(p),
cada um deles com seus sinalizadores externos bi,... ,b" assumindo os valores

b!*, . . . , b:, . . . , b!,, . . . , b;r, respectivamente, e suas saídas sl, . . . , s" assumindo os valo-

res s!., . . . , s:, . . . , si,, . . . , s;, respectivamente.

Duzentos que a colocação/inserção do atrator ak C A na célula q C V(p) -- V'' é coírt-

paéz'ue/ segundo as Junções de uáz nAança com os atratores aj, a*, - . . , ay (já posicionados

em p e em V') se as seguintes condições forem satisfeitas:

a) para todo sinalizador externo b: de aj vale: o conjunto {s!., . ,s;,,s;.} tem uma

quantidade de valores z, . . . , w c S coerente com a quantidade de valores z, . . . , to

b: :   l ,i.j+l ":E ! ,j

        
b}., Qtdade de l 's Qtdade de O 's
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previstos nm representações compactas das funções õ{ para que b{ assuma o valor

b) para todo sinalizador externo bi de ak vale: o conjunto {s:., . . - , s;., s:i} tem uma

quantidade de saídas corri valores z, . . . , 10 € S coerente com a quantidade de valores

z, . . . , w previstos lias representações compactas das funções õi para que b' assuma

o valor ói., sendo que os atratores a., . . . , a. estão posicionadas em y' em células

que são vizinhas da célula q.

b';

Se essas dum condições são satisfeitas dizemos, de modo abreviado, que a colo-

cação/inserção de ak ein q é pálida. Um fato importante a mencionar é que se a inserção de

ak em q é não válida, então podemos descartar o arranjo onde temos aj ern p, ax, . . . , ay em

V' e ak em q. Isso pode ser feito mesmo que ainda não tenhamos testado outros atratores

nas demais células posicionadas em \''(p) -- }'''

Para ilustrar, tomemos o seguinte exemplo: suponha um modelo Booleano com apenas

um sinalizados externo bi e a função de vizinhança definida pela tabela da página 67, um

agrupamento de células {p} U V(p) e um conjunto de atratores A. Suponha também que

aj)ax)ak C A têm Z)i com valores blj :: 1} bi. ;: 0, b!. :: 0 e a saída sl com os valores

s!. = 1, s!. = 1, sl. = 1. Agora suponha que aj já está posicionado em p, que ax já está

posicionado em r C y' C y(p) (neste momento V' = {r}) e que v&rnos posicionar ak ern

q C y(P) -- V'. Isso só pode ser feito se:

a) a quantidade de saídas de valor l em {si., si.} for maior ou igual a 3 e a quantidade

de saídas de valor 0 em {s:.,si.} for menor ou igual a l (veja a represe"tacão

compacta de (íi);

b) a quantidade de saídas de valor l em {si.} (observe que neste exemplo de reticulado

a única vizinha de q em \''(p) U {p} é p) for maior ou igual a 3 e a quantidade de

saídas de valor 0 ein {si.} for menor ou igual a l;

Como no exemplo temos {s:*) si.} = {1, 1} e {sii} :: {l}, poderíamos posicionar ak ein q.

Vale observar que, para explorar o fato de que a funções de vizinhança A podem ser

representadas de forma compacta e que esta representação fornece um critério de compati-

bilidade entre atratores, criamos uma estrutura de controle que armazena e atualiza essas

quantidades na medida em que atratores são testados e inseridos em células vizinhas. Se

a colocação de um atrator ak numa célula q for possível, devemos atualizar essa estrutura
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de controle de modo que essa propriedade possa ser testada novamente, numa próxima 

tentativa de insersão em outra posição, considerando as inserções já realizadas. 

A identificação dos microclusters pré-sintônicos (passo i) pode ser descrito, em linhas 

gerais, da seguinte forma: 

l. Posicione um atrator a, de A no centro p do agrupamento de células {p} U V (p). 

2. Com a, fixado em p, teste a validade de inserção de cada um dos atratores de A 

em cada urna das células de V(p). Se a inserção de um atrator ak E A numa célula 

q E V(p) não é válida, descarte o arranjo que contém ak posicionado em q, mesmo 

que as demais posições de V (p) ainda não tenham sido testadas. 

3. Repita os passos (1) e (2) até que todos os atratores sejam posicionados/testados 

em p. 

A identificação de microclustes pré-sintônicos, como descrita acima, proporciona eco 

nomia de computação porque os arranjos descartados (mesmo que neles ainda não tenham 

sido testadas todas as células de V (p)), pelo critério de compatibilidade das funções de 

vizinhança, não precisam ser avaliados no que diz respeito à verificação das propriedades 

de sintonia. Para melhor visualizar essa economia, é interessante pensarmos a represen 

tação das possíveis sequências de teste e inserção de atratores através de urna árvore de 

possiblidades. Quando a inserção de um atrator é inválida, o arranjo m que o contém 

e todos os outros arranjos que dele derivam (representados na árvore de possibilidades 

como uma subárbore enraizada em m) podem ser descartados. A Figura 3.5 ilustra essa 

representação. 

Ü próximo momento (passo ii) do cálculo de clusters sintônicos por partes opera 

de modo muito similar ao cálculo dos microciusters pré-sintônicos (passo i), diferindo 

basicamente nas posições (células) onde a validade de inserção de atratores é testada. 

Com o conjunto MC de microcluslers pré-sintônicos, o agrupamento de células VP = {p} U 
V(p) U V(P) (ver Figura 3.4) e o conjunto A de atratores em mãos, fazemos: 

1. Posicione um microclusler pré-sintónico m E MC em {p} U V (p). 

2. Com m fixado em {p} u V(p), teste a validade de inserção de cada um dos atratores 

de A em cada uma das células de V(P). Se a inserção de um atrator ak E A numa 

célula q E V(P) não é válida, descarte o arranjo que contém ak posicionado em q, 

mesmo que as demais posições de V(P) ainda não tenham sido testadas. 
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b'igura 3.5: Um exemplo de árvore de possibilidade para teste e inserção de dois atiatoies (u.
e a2) num reticulado planar de células hexagonais. Suponha que o atrator a2 quando inserido
duas vezes no agrupamento de células torna o arranjo inválido. Todos os arranjos que contém
uma inserção inválida (marcadas con) X) e todos aqueles que dele derivam (subárvores neles
enraizadas) podem ser descartados.

3. Repita os passos (1) e (2) até que todos os mácroc/tzsfers pré-sintõnicos sejam posi.

clonados cm p.

Similarmente ao cálculo de rrzicrocZusfers pré-sintõnicos (passo i), aqui também rea-

lizamos alguma economia de computação pela não necessidade de avaliação dos arranjos

descartados segundo o critério de compatibilidade das funções de vizinhança.

Por fim (passo iii), tomamos o conjunto dos clusters pré-sintõnicos válidos (calculados

no passo ii) e tentamos para cada um deles as propriedades de sintonia, conforme definidas
.ç. gana,. Q R Q
Xlu b./ vytAv IJ B v B t/

3.6.5 Montagem de Atratores Globais

Um padrão, lembremos, corresponde a um arranjo sintõnico global. A partir da defi-

nição das propriedades de sintonia (Seção 3.6.3) e de agrupamento sintõnico (Seção 3.6.4),

podemos estabeler de forma mais precisa essa noção. Dado um reticulado R, e um con-

junto de atratores A, um padrão é um mapeamento / : 7? ---, A que associa cada célula

em 7?, com um atrator em A tal que para todo (p, aj) c / vale que

(aj,p) B l(a*, u) , (a., «)l = 1(a«, ó), , (a:, d)j

com(u,a*), . . .,(u,a.),(b, a«), . . .,(d,a:) c/. Representaremos ./ porumvetor Rl0..n il,

isto é, abl :: aj denota que à célula p c 7Z está associado o atrator aj c A.
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Como decorrência, podemos estabelecer que um ponto atrator global (ou estado esta-

cionário global) em um J-System é um caso especial de padrão, conforme definido ante-

rionnente, com a restrição adicional de que os atratores locais aj, ax, . . . , ay, a. . . . , a: c A

são todos atratores pontuais

O método que propomos para identificação de padrões celulares consiste, grosso modo,

na composição de uln "mosaico" onde as peças correspondem aos clusters sintõnicos, que

são "encaixados" nos "s/alas" definidos pelos cJKsÉers de células do reticulado de modo a

preencher todo o reticulado. Um encaixe é válido se a seguinte condição for satisfeita: não

ocorrência de algum mÍsmaÉcA (definido logo adiante) de atratores do c/us&el sintõnico

que está sendo encaixado com atratores de algum c/usier já encaixado.

Antes de proceder à montagem de um padrão celular via o encaixe de clusters sintõni-

cos no reticulado, pode ser conveniente selecionar no conjunto CLUSTERS de agrupamentos

sintõnicos, aqueles de maior interesse, seja por razões de significado biológico e/ou des-

empenho (ver Seção 3.8). Isso também pode ser feito a partir do soÊware de suporte

aos J-Sysfem} (Seção 4.3). Denotamos por SELECT, SELECT ç CLUSTERS, o conjunto dos

agrupamentos sintõnicos selecionados pelo usuário

Dado um conjunto SELECT de agrupamentos sintõnicos e um reticulado 7Z, é possível

definir várias maneiras de promover o encaixe de elementos de SELECT em 7Z. Definimos,

implementamos e tentamos duas: por Expansão Aritmética e por Expansão Geométrica.

Antes de descrever como operam esses procedimentos de encaixe, convém definir, de modo

mais formal, o significado que estamos atribuindo aos termos 'encaixe' e 'másmalch'

Sda um reticulado 7Z e um conjunto de cZ'usters sintõnicos SELECT = {Co, Cí, . . . , C. *}.

O e7&caüe de um c/usíer süitõnico c: = 1(aj,p),(a*,u),. ..,(ay,u),(aw,b),...,(a:,'Z)l c

SELECT em um agrupamento de células Pç C R com centro em q é a atribuição

/?lçl +"- aj, /?lrl +-- ax, , alsl - av, Xlcl '- a«. , Rjel - a:,

sendo que r, - . . , s c V(q) e c, . . . , e C }''((2). Vamos denota-lo por RllPçll '- Cí.

É direto estabelecer que um encaixe RllVçll '' Ci define um inapearnento parcial

/('P,,C:) = {(q, aj),(r, a*), . . . ,(s, ay),(c, a«), . . .,(e, a:)} ern 7Z que cobre ape"as as células

em y..

Dados um padrão parcial formado por /(7%, ck)u. . .u/(yç, ci) e um encaixe Rll)7,ll '-

C:. dizemos que há um másmaécÀ de atratores entre eles se as seguintes condições são
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satisfeitas

. (y.u...u v,)n y,# g;

. Xlil :# RI.ÍI para algum { C {(yPU U yq)} e algum .j C P,;

e as células na intersecção do encaixe continuam compatíveis (em sintonia) com sum

vizinhas.

3.6.5.1 Montagem por Expansão Aritmética

O procedimento para montagem de padrões através do encaixe de agrupamentos sinta--

nacos por ExpaiJsão Aritmética pode ser descrito em linha gerais pelos seguintes passos:

i) escolhemos aleatoriamente um agrupamento sintõnico em SELECT e o encaixámos numa

célula arbitrária p c R, ii) escolhemos novamente um agrupamento sintõnico em SELECT

e o encaixámos nas borda do padrão parcial definido pelo encaixe anterior, caso ele não

produza algum mesma(cA com algum atrator já encaixado e iii) repetimos o penso anterior

até que o padrão parcial cubra todo o reticulado ou atinja um limite de expansão definido

pela seqüência de encaixes e pelas dimensões do reticulado. O Procedimento 4 descreve

de modo dais detalhado essa ideia.

A função 'ladeia' (linha 8 do Procedimento 4) recebe uma célula r C BORDA e devolve

um segmento de borda (uma aresta da borda) cujo tamanho é igual ao tamanho do lado do

c/uster. Quando encaixámos um cluster sintõnico nas bordas do padrão parcial (MANCHA)

é preciso atualizar a borda da mancha de modo que ela refeita a inclusão do clzister (linha

13 do Procedimento 4); para isso usamos a função 'interior' que recebe unl segmento de

células e o devolve sem as duas células posicionadas nas suas extremidades.

É conveniente notar que ao realizarmos uma escolha aleatória (função 'random') em

SELECT ou em BORDA, tipicamente estamos assumindo que os elementos em SELECT e em

BORDA são equiprováveis.

3.6.5.2 Montagem por Expansão Geométrica

O procedimento para montagem de padrões através do encaixe de agrupamentos sinta--

bicos por Expansão Geométrica pode ser descrito em linhas gerais pelos seguintes passos:

i) igualmente à expansão aritmética, escolhemos aleatoriamente um agrupamento sintõ-

nico cm SELECT e o encaixámos numa célula arbitrária p € 7?1, ii) aqui também como
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xpansão aritmética.
. SELECT de cZuslers sintõnicos e uma célula p

Saída: um padrão al0. . n -- ll.
1: Ci - random(SELECT) { escolhe por sorteio um c/usfer em SELECTA

2: Rllypll - ci
MANCHA +-" yP {MANCHA denota o conj. das células cobertas pelo padrão parcial}

4: BORDA +"- V(P) ABORDA denota o conj. das células que estão na borda de MANCHAM

s: while (MANCHA # 7Z) and ('MANCHA não atingir limite de expansão') do
6: C: - random(SELECT);
r: r - random(BORDA) {escolhe por sorteio uma célula na borda da mancham
8: ARESTA +- ladeia(ry { ARESTA é um pedaço da borda do tam. de um lado do clusters
9: P '-- t C (7Z -- MANCHA) : y(T) Í"'l BORDA - ARESTA

10: if não há másmaicA entre alIMAmCHAll e .f(yp, Ci) and intersecção permanece sintâ-
nicathen

ii: Rllvpll --- c:
12: MANCHA +-- MANCHA U yp

13: BORDA '- (BORDA U V(P)) -- (interior(BOROA n y(P)))
14: end if
ls: end while
16: if MANCHA não cobriu 100% do reticulado 7Z then
17: RetoqueMancha(MANCHA,SELECT)
18: end if

no caso da expansão aritmética, escolhemos novamente um agrupamento sintânico em

SELECT e o encaixámos nas bordas do padrão parcial definido pelo encaixe anterior, caso

ele não produza algum mismalch com algum atrator já encaixado, iii) tomamos uma cópia

do padrão formado pelo encaixe anterior e a encaixámos nas bordas do padrão original,

caso não haja formação de algum misnzafc/z com algum atrator já encaixado c iv) repe-

timos o passo anterior até que o padrão parcial cubra todo o reticulado ou atinge um

limite de expansão definido pela seqüência de encaixes e pelas dimensões do reticulado.

O Procedimento 5 descreve de modo mais detalhado essa ideia.

A função 'MaxLado' (linha 6 do Procedimento 5) recebe a borda da mancha e de-

volve um segmento de células que corresponde ao lado da borda de maior tamanho; este

segmento de borda será utilizado depois como "guia" para o próximo encaixe. A função

'espelharnento' (linha 7 do Procedimento 5) recebe o conjunto de células do reticulado co-

berto pelo padrão parcial (MANCHA) e devolve um subconjunto de 7Z, diferente de MANCHA,

que é simétrico à MANCHA em relação à DOBRA. A função 'replica' (linha 8 do Procedi-

mento 5) recebe a mancha e constrói uma estrutura, independente de 7Z, equivalente ao

mapeamento XlIMANCnAll , ou seja, constrói um superagrupamcnto de células sintõnico que

é equivalente a XlIMANCHAll.
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uslers sintõnicos SELECT e uma célula p

Saída: um padrão Rl0..n -- ll.
1; Ci - random(SELECT) { escolhe por sorteio um cluster em SELECTA
2: RllVpll '' Ci
3: MANCHA {-- yp
4: BOROA '-' }''(P)
s: while (MANCHA :# 7Z) and ('MANCHA não atingir limite de expansão') do
6: DOBRA '- MaxLado(BORDA) {DOBRA recebe o lado de BORDA de maior tamanhos
7: IMAGEM +- espelhamento(MANCHA, DOBRA)

8: SUPERCLUSTER '-- replica(MANCHA)
9: if não há másmatc/z entre alIMAmCHAll e /(IMAGEM, SUPERCLUSTER) then

10: xllimACEUll {-" SUPERCLUSTER
11: MANCHA F- MANCHA U IMAGEM

12: BORDA '- (BORDA U IMAGEM) -- (interior(BORDA íl IMAGEM))
13: end if
14: end while
15: if MANCHA não cobriu 100% do reticulado 7Z then
16: RetoqueMancha(MANCHA,SELECT)
17: end if

3.6.5.3 Limites de Expansão

Se não existirem cltzsters sintânicos (CLUSTERS = Ü), então certamente não haverá

padrões. Por outro lado, dado um reticulado 7Z e um conjunto CLUSTERS não vazio, não

implica, necessariamente, que haverá padrões, pois a existência de um padrão dependerá

das dimensões e da quantidade de células em 7Z e da disposição dos atratores nos cZusÉers

sintânicos.

Relacionado a esse fato, há uma situação que pode ocorrer no processo de montagem

dos padrões por expansão aritmética e geométrica e que não está explicitamente tratada na

forma como descrevemos os Procedimentos 4 e 5, a saber: vamos preenchendo o reticulado

de modo que a mancha vai expandindo até que chegamos em um ponto onde as células

ainda não cobertas pela mancha (provavelmente uma pequena porção do reticulado) não

podem ser cobertas por novos encaixes, pois elas não constituem bom "slo(es" para estes.

Se durante a expansão de uma mancha isso ocorrer, diremos que ela atingiu o Limite de

Expansão.

No caso de expansão aritmética, o critério que usamos para fazer a detecção dos

limites de expansão é: dado uma MANCHA com o conjunto de células que constituem sua

borda (BORDA) e o conjunto de clusters (SELECT), se repetirmos ISELKCTI x IBOnDAI vezes

a tentativa de encaixe de um novo cZus&er em alguma posição da borda e o tamanho da
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mancha não se alterar, então diremos que a mancha atingiu seu limite de expansão.

Quando o limite de expansão de uma mancha é alcançado, as escolhas aleatórias dos

c/us&ers em SELECT e das posições em BORDA onde eles serão encaixados pára e uma última

tentativa de expansão é realizada pelo teste enumerativo de todas os c/uslers em SELECT

em todas m posições de BORDA. Isso é descrito mais detalhadamente no Procedimento 6.

l;ã;iha

HA e um conjunto CLUSTERS de clusters

Saída: um padrão parcial MANCHA.

1: for all cZusfer Ci C CLUSTERS do
2: for all célula r C BORDA do

3: ARESTA '-- ladeia(r) { ARESTA é um pedaço da borda do tam. de um lado do
clusters

4: p .-- t c (7z - MANCHA) : v'(T) n BORDA = ARESTA

5: if (não há mismalcA entre RlIMAmCnAll e /(yP,Ci)) then
6: RllVpll '' C:
7: MANCHA '-- MANCHA U yp
8: end if
9: end for

10: end for

No caso de expansão geométrica, o critério que usamos para fazer a detecção dos

limites de expansão é: dada uma MANCHA, se ela cobriu mais do que 50% do reticulado,

então diremos que ela atingiu seu limite de expansão. Quando o limite de expansão de

uma marJcha obtida por expansão geométrica é alcançado, invocamos o procedimento de

expansão aritmética para cobrir o restante do reticulado.

3.6.5.4 Expansão e ]],etração de Manchas

Diferentes execuções do processo de montagem por expansão podem levar a diferentes

manchas com diferentes limites de expansão ou a diferentes padrões (caso a mancha cubra

todo o reticulado), pois a cada uma delas pode corresponder uma diferente seqüência de

encaixes.

Para identificar diferentes manchas (ou padrões), a partir de uma mesma célula p,

adotarnos a seguinte estratégia: expandimos uma mancha até o limite de expansão e a

armazenamos, depois a recortamos (a partir da borda) até que ela seja reduzida a um

percentual X (definido a phoM) da mancha original; por fim, reiniciamos o processo

de expansão a partir da mancha "recortada" até que ela atinge novamente o limite de

expansão. No Procedimento 7 descrevemos com mais detalhes esse processo.
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ÉCT de clusters, uma célula p e urn número
real X

Saída: um conjunto de manchas (ou padrões)

1: repeat
2: PADRÃO '-- ArithmeticExpansi.on(p, SELECT, 7Z) { ou GeometricExpansion}
3: armazena (PADRÃO)

4: while IMANCHA >(7ZI X)/100 do
5: q - random(BORDA)

6: p -- t c MANCHA : q c v'(p)
7: MANCHA e- MANCHA - (MANCHA n y.)
8: reparar(BORDA)
9: end while

io: until haja um sinal de parada externo

Corno dito anteriormente, diferentes seqüências de encaixes realizadas a partir de uma

[nesma célula podem levar a diferentes manchas ou a diferentes padrões. Além disso, vale

observar também que no caso de reticulados não periódicos, uma mesma seqüência de

encaixes realizada a partir de células diferentes pode levar a diferentes (embora muito

parecidos) limites de expansão ou padrões. Caso seja de interesse detectar alguns destes

padrões, cuja fonte de variação está na posição da célula a partir da qual inicia-se o pro'-

cesso de expansão, poderíamos executar o Procedimento 7 a partir de um célula arbitrária

- de modo a memorizar a seqüência de encaixes realizada e depois sortear células em 7Z

e a partir delas reproduzir a sequência de encaixes.

Quando recordamos a mancha excluindo dela um cluster yP com centro na célula p,

é preciso recompor a borda da mancha nas posicões que correspondem à parte interna

do cJ-üster que foi retirado. Esta recomposição é feita pela função 'reparar' (linha 8 do

Procedimento 7), a qual, basicamente, implemente a operação

BORDA H (BORDA (BORDA (y(p) n BORDA))) u (}''(p) BOROA)

3.7 Segundo caso: ./-S3/st:ems com Sinalizadores de Mem-

brana

Nesta arquitetura os SDFs associados às membranas não são vazios, isto é, temos que

Zi :# 0, de modo que as funções de vizinhança A nos sinais de saída da rede intracelular de

uma célula não incidem diretaniente sobre as variáveis de estado da rede intracelular das
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células vizinhas, como ocorre no Primeiro Caso (Figura 3.3). Em vez disso, aqui os sinais

de saída da rede intracelular de uma célula incidem sobre os sinalizadores de membrana da

própria célula e estes, por sua vez, incidem sobre as variáveis de estado da rede intracelular

e sobre os sinalizadores de membrana das células vizinhas (ver Figura 3.6).

No (1ue diz respeito ao cálculo do campo atrator da rede intracelular, não existe

diferença ern relação ao Primeiro Caso (Seção 3.6), pois não há distinção entre sinais

externos oriundos da membrana da própria célula e da rede intracelular das células

vizinhas. Logo, aqui também usamos o Procedimento l (ReversoLocal) para fazê-

lo. Para calcular o campo atrator das redes de membrana, usamos o Procedimento 2

(ReversoLoca].Modificado).

P l P p+l

Figura 3.6: Recorte de um reticulado linear de células retangulares contendo as células p -- 1, p e

p+ l (as linhas tracejadas representam os limites das células) na arquitet;ura onde há sinalizadores

de membrana explicitamente definidos. Nesse caso, os sinais de saída da rede intracelular ('S)

incidem sobre os sinalizadores de membrana (BO e 13i nessa geometria de célula) através de yBo

e 'P6i, com yBo C !3o e y6i C Bi, os quais representam a "porta de entrada" dos sinais externos

que operam nos sinalizadores de membrana. Sobre yBo e yBt também incidem os sinais de saída

das redes de membranas das faces opostas e adjacentes das células vizinhas, que são representados

.SISO e .SZ3t. Os sinais de saída S da rede intracelular também incidem sobre yBo e yBi e as

funções de vizinhança A nos sinais de saída das redes de membrana (Sigo e 'SBi) incidem sobre

P, o qual, por sua vez, representa a, "porta de entrada" da rede intracelular.

Muito provavelmente a rede intracelular será diferente da rede de membrana, o que

implica que l,ergo campos atratores diferentes. Isso significa que no momento de realizar

a montagem do atrator global por expansão sintõnica será preciso "sintonizar" pontos

atratores de RDDs diferentes, o que quer dizer que teremos de adaptar as propriedades

de sintonia de modo a comportar a presença das redes de membrana. Nesse sentido, rede-
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finimos agora o conceito de ponto atrator global como sendo uma distribuição (arranjo)

de pontos atratores locais (intracelulares e de membrana) entre células e segmentos de

membrana tal que:

l

2

a configuração de saída proporcionada por um ponto atrator local intracelular de

uma célula p deve ser compatível com a configuração dos sinais externos requerida

pelos [)ontos atratores locais da rede de membrana da própria célula p;

as configurações de saída proporcionadas pelos pontos atratores locais da rede de

membrana nas faces da célula p devem ser compatíveis com a configuração do sinal

externo re(querida pelo ponto atrator da célula p.

Ou seja, um ponto atrator global (ou EEG ) equivale a um arranjo de pontos atratores

locais entre as células e segmentos de membrana do reticulado que obedece às proprieda-

des de sintonia. Aqui, similarmente ao caso anterior, podemos também arranjar ciclos

atratores locais de saída pontual como se fossem pontos atratores locais.

3.7.1 Sintonia entre Rede Intracelular e Rede de Membrana

A redefinição dc atrator global feita logo acima exige algumas adaptações na definção

precisa das propriedades de sintonia. Lembremos que, para cada tipo de reticulado, existe

um conjunto finito / c N de segmentos representando as fmes (segmentos de membrana)

das células. Dadas a geometria e as dimensões de um reticulado 'R e uma célula p c R,

vamos denotar por FP o conjunto de faces da célula p. Dada uma face / c FP, denotamos

por /' a face oposta e adjacente à / que está posicionada em y(p). A Figura 3.7 ilustra

essas definições.
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l
i+l
0

l
l

0

o i-ij
3

I' :,.:ú :l

l

P =i p :(ij) p : (i.j)

Figura 3.7: À esquerda, num reticulado linear quadrado, se p = á temos que FP = {0, 1} e que,

por exemplo, para / = 0 na célula {, temos /' = 1 na célula { + 1. Ao centro, num reticulado

planar quadrado, se p = (á,j) temos que rP ' {0, 1,2,3} e que, por exemplo, para / - l na

célula (i,.j), temos /' = 3 na célula ({ -- l,.j). À (breita, num reticulado planar hexagonal, se

p = (i,j) temos que EP = {0, 1, 2, 3, 4, 5} e que, por exemplo, para / - 2 na célula (í,j), temos

/' = 5 « célula ({ + l, .j + l).

Agora consideremos um J-SysÉem com sinalizadores de membrana e suponhamos que

no seu campo atrator local intracelular o conjunto A dos atratores locais de saída pontual

contém n elementos, decotados aqui por ao, al, . . . , a..l e que no seu campo atrator local

de membrana o conjunto B dos atratores locais de saída pontual contém m elementos,

denotados aqui por bo, bt, . . . , b.-l. Dizemos que aj C A posicionado na rede intrace-

lular da célula p sárzÉoriáza com b*, . . . , by € B posicionados, respectivamente, nas faces

u, . . . , u c F., se as seguintes condições forem satisfeitas:

. Upa;lÉ;l IA. .{l, .E:;Íq. . ,l, .B;;lc. . el),Vg' C y.r;

. yub-jÃ;l lh. .il,..4?lç. .,l,.Ç;la. ./l,S>'lc. .el),Vb' c 'PB;

. V.b'lX;l 0.(í)lh. .{l,..4>lç. .,l,S;;l . ./l,S:flc. .el),Vb* C yZ3;

sendo que

o 23;jlc..el = A(Sl:'lm..nl,...,SPlm..nl), onde A, lembremos, são as funções de

vizinhança ou membrana que atualizam os sinais externos da rede intracelular, onde:

B;'lc. . el denota o valor das variáveis do tipo sinal externo b', . . . , b' quando a

rede intracelular, na célula p, está no atrator local aj,
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Sj:-jm. . nl denota o valor estacionário das saídas s", . . . , s" c .SZ3 quando a

rede de membrana, na face u, está no atrator local bx.

Com relação a essas condições, vale ainda a seguinte notação

LTi lkl denota o valor da variável de estado gh, gk c 'PZ, quando a rede intracelular,

na célula p, está no atrator local ai.

yub.lkl denota o valor da variável de estado bk, bk c yZ3, quando a rede de membrana,

na face u, está no atrator local bx.

VuB' lkl denota o valor da variável de estado bÊ, bh c yB, quando a rede de rnernbrana,

na face oposta e adjacente à face u, está no atrator local bv.

.r:'lh. . il denota os valores das variáveis de estado gh, . . . ,gi c Z(y-Z'), quando a

rede intracelular, na célula p, está no atrator local ai, sendo que supomos gn, . . . , g'

estacionárias, isto é, /pa:jh. . il denota o valor estacionário de gh, . . . , gi

/ub-jh. . íl denota os valores das variáveis de estado bü, . . . ,b: c Z(y6), quando a

rede de membrana, na face u, está no atrator local bx, sendo que supomos bh, . . . , bí

estacionárias, isto é, .rb-lh. . íl denota o valor estacionário de bh, . . . , b{

Zg'lç. .rl denota o valor estacionário das entradas eq, . . . ,e' C f quando a rede

intracelular, na célula p, está no atrator local ai.

Áklç. . rl denota o valor estacionário dos sinalizadores ambientais aq, . . . a' c .4
quando a rede de membrana, na face u, está no atrator local b,..

S ild.. .fl denota o valor estacionário dm saídas só,. . . ,s/ c .SZ quando a rede

intracelular, na célula p, está no atrator local ai.

S:rlc. . el denota o valor estacionário das saídas s', . . . , s' c S6 quando a rede de

membrana, na face oposta e adjacente à face u, está no atrator local a«.

Ou seja, dizemos que aj em p é sánÉÓ taco (ou sintoniza) com bx, . . . , by posicionados

em u,...u C FP, respectivamente, para algum b«,...,b: posicionados em u',...,u,
respectivamente, se as condições citadas são satisfeitas. Denotaremos esse fato por

(aj,p) P l(b*,u), , (b,, «)l N l(b«, u'), , (b:, «')l
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3.7.2 Identificação de Células Sintõnicas

Dadas a geometria e as dimensões de um reticulado 7Z e uma célula p C 7Z, da-

dos também o atrator local intracelular aj C A e os atratores locais de membrana

b*,...,b.,b«...,b: c B, denotaínos por l(aj,p),(b*,u),...,(by,u),(bw,H'),...,(b:,u')l

o arranjo tal que: a) aj está posicionado em p; b) bx,... ,by estão posicionados enl

u, . . . ,u C FP, respectivamente e c) b«, . . . ,bz estão posicionados em u', . . . ,u', respec-

tivamente.

Se existe aj c A e b*, . . . , b,, b. . . . , b: c B e u, . . . , u c FP tal que

(aj,p) = 1(b*, «), , (b,, u)l N l(b«,u'), , (b:, u')l,

dizemos que l(aj,p),(b*,u), . . . ,(b.,u),(b«,u'), .. .,(b:,u')l é um am'aÜo laca/ sáníórzáco,

que torna a célula p uma céltéla sánÍónica.

Dadas uma célula p, um conjunto A de atratores locais intracelulares e um conjunto

B de atratores locais de membrana, podemos ter vários arranjos locais sintõnicos. Para

identiâcá-los podemos usar o Procedimento 8

Procedimento ê : CelllnTune. Calcula os conjunto dos arranjos locais sintõnicos
Éi;i;iãã;'i;;;;; ilÉlii;ili bl um conjunto A dos atratores locais intracelulares e um conjunto

B dos atratores locais de membrana
Saída: o conjunto LOCAL dos arranjos locais sintânicos

1: LOCAL -- ç]
2: for cada arranjo l(aj,p),(b*,u),...,(b,,u),(b«,u'),...,(b:,u')l do
3: if(aj,p) HH l(b*,u),. ..,(b,,u)l a l(b«,u'),...,(b:,u')l then
4: LOCAL '-- LocAL u {l(aj,p),(b*,u),.. .,(b,,u),(b«,u'),. ..,(b:,«')l}
s: end if
6: end for

Como o Procedimento 8 é enumerativo, então aqui, similarrnente ao primeiro caso

(Seção 3.6.4.1), também usamos uin procedimento para o cálculo de células sintõnicas

que realiza alguma economia de computação através da exploração de algumas ca-

racterísticas das funções de membrana 6.. Chamamos este procedimento de cálculo de

células sintõnicm por partes, que opera de modo muito parecido com primeiro caso:

i) Dados os conjuntos de atratores A (intracelulares) e B (de membrana) e uma célula

p, identificamos os arranjos de atratores tal que o atrator posicionado em p e aqueles

posicionados em FP têm valores nos sinalizadores externos b' e nas saídas s' compatí-

veis entre si segundo as funções de vizinhança e de membrana A, do mesmo modo



3.8 Considerações Relativas a Desempenho e Eficiência 82

como descrito na Seção 3.6.4.1. Chamamos estes arranjos de células pré-sántõnáms,

os quais são armazenados para uso posterior

ii) Em seguida, com o conjunto C de células pré-sintõnicas (calculado no passo anterior)

em mãos, identi6camos arranjos de atratores tal que os atratores posicionados nas

faces / c FP e aqueles posicionados nas corresponentes faces opostas e adjacentes /'

ein V(p) têm valores nos sinalizadores externos b: e nas saídas s: compatíveis entre

si segundo as funções de membrana A. Para fazê-lo usamos, basicamente, a mesma

técnica utilizada no primeiro caso (Seção 3.6.4.1)

iii) Por fim, testamos se os arranjos identificados no passo anterior satisfazem as pro-

priedades de sintonia, conforme definidas na Seção 3.7.1.

3.7.3 Montagem de Atratores Globais

Aqui, no caso de arquitetura J-Syséem que prevê a presença de membranas, a iden-

tificação de padrões ocorre de forma similar à adorada no primeiro caso (Seção 3.6.5):

realizamos a composição dc um "mosaico" onde as 'cpeças" correspondem aos arranjos lo-

cais sintõnicos, que são "encaixados" nos "slotes" deÊnidos pelas células, suas faces e pelas

faces adjacentes e opostas a estas.

Similarrnente ao primeiro caso, a composição do "mosaico" é feita através de encaixes

de arranjos locais sintõnicos nas posições definidas pelas células e faces do reticulado, de

modo a construir mapearnentos que associam a cada célula e a cada face do reticulado

um atrator local. O processo de montagem dos padrões é realizado seguindo as mesmas

idéim adoradas nos procedimentos de expansão aritmética (Seção 3.6.5.1) e geométrica

(Seção 3.6.5.2).

3.8 Considerações Relativas a Desempenho e Eficiência

Um J-System pode ser visto como uma RDD cujo espaço de estados contém IGjlçllnl

estados, o que, evidentemente, torna um algoritmo enumerativo no número de estados

globais do modelo impraticável mesmo para instâncias de J-Sg/sterns muito pequenas.

Suponha que a versão expandida de uma rede intracelular R = (Ç, W) de um J-Sg/atem

tenha n variáveis e que elm assumiam valores num conjunto finito (G. O espaço de estados

associado a R contém ICl" estados, portanto o algoritmo ReversoLocal (Procedimento l,
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página 52) consome tempo proporcional a l(Gl" para computar o campo atrator de R.

Como o método proposto para computação de atratores globais ern J-Systerrts calcula uma

única vez a dinâmica local através de uma única execução do algoritmo ReversoLocal,

é direto ver que ele consumirá, nesta etapa, tempo o(l(nl"). Evidentemente, isso implica

que, ainda assim, caso queiramos conhecer a dinâmica completa das redes intracelures em

J-Sy$terns teremos de restringir o seu número de variáveis intracelulares e o seus domínios.

Se a quantidade de variáveis intracelulares e seus domínios forem grandes o suficiente a

ponto de inviabilizar a aplicação de ReversoLocal, resta como alternativa o uso de um

método estatístico, conforme mencionado na Seção 3.1.

Outro ponto crítico para o método proposto no que diz respeito ao desempenho, é o mo-

mento da identificação dos c/usters sintõnicos através do Procedimento 3 (ClusterslnTune,

página 65). Dado um agrupamento de células yP com n células e um conjunto de atratores

locais de saída pontual A, existem IAj" arranjos l(aj, p),(a*, u), . . . ,(ay, u),(a«, b), . .. ,(a:, d)l

tal que aj, ax,...,ay, a. .. .,a: C A e p,u,...,u,w, . ..,z c yP. Isso implica que o Procedi-

mento 3 consome tempo O(IAj"), o que o inviabiliza para conjuntos de atratores "grandes".

Embora o número de células em yP seja fixo para cada tipo de reticulado, para o caso he-

xagonal planar temos IVPI = n = 19, o que torna a computação rapidamente impraticável

para IAI > 4.

Cromo já descrito na Seção 3.6.4.1, podemos amenizar essa restrição adorando o cálculo

de c/usters sintõnicos por partes. Nesse procedimento, para um conjunto A de atratores e

um agrupamento y(p) de células com centro em p, existem IAI árvores de possibilidades

(ver Figura 3.5, página 70), uma para cada atrator. Estas árvores são IAj-árias com

profundidade constante lt''(p)l. As podas que nelas são feitas correspondem à economia

de computação (lue é realizada, sendo que há uma poda para cada inserção inválida de

atratores que é detectada. Uma inserção inválida pode ser dectada numa folha da árvore

de possibilidades (nesse caso, não há economia de computação) ou em um nodo mais

próximo à sua raiz. O tamanho e a quantidade dessas podas dependem da definição

adorada para as funções de vizinhança A.

Um fato que pode ser explorado, a fim de obter um pouco mais de economia de com-

putação, está relacionado à possibilidade de identificação de classes de mácrocZtéslers e

c/Ksters pré-sintõnicos via a rotação das folhas nas árvores de possibilidades. Por exem-

plo, dado um agrupamento V'(1)) de células com centro em p, quando identi6camos um

micros/uster pré-sintõnico válido (uma folha da árvore de possibilidades), seus atratores

em V(p) podem ser permutados ern torno do eixo imaginário definido pelo centro p (ver
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o exemplo da Figura 3.5) de modo a obter, para cada permutação, outro mácrocZusfer

pré-sintõnico válido, cuja computação poderia ser evitada.

No que diz respeito ao processo de expansão aritmética (Procedimento 4), se despre-

zarmos a contagem das células ern que há matcAíng a cada novo encaixe que é realizado,

o conjunto MANCHA cresce no número de células segundo a seqüência

1 %l,e %l, 3lvpl, , (]]'z]/1%]])lvpl, (3.1)

de modo que temos O(l 7ZI/ VplJ) encaixes para cobrir todo o reticulado 7Z. O custo de

execução de uma operação de detecção do limite de expansão é O(ISELECTI x IBORDAI),

sendo que o conjunto BORDA cresce, no pior caso de encaixe, segundo a progressão

l\''(P)l,(IV'(P) 1 + c),(IV'(P)l+ '+ c), , ]]''(p)] + (]]n]/1'%]] - l)c (3.2)

sendo que c e y(P) são constantes para cada tipo de reticulado, onde c denota a diferença

entre lt'(P)l e o número de célula onde há ma(cAárzg no encaixe. Para cada elemento da

seqüência 3.1 existe urn elemento na progressão 3.2, sendo que no pior caso, para cada

elemento da progressão 3.2 realizamos uma operação de detecção de limite de expansão,

de modo que executamos essa operação

ISZLECTllV(P)l + ISEtECTI(lt''(P) 1 + ') + + ISZLKCTI(IV'(p)l -b(llRI/lyplJ 1).)

vezes, o que nos permite afirmar que o custo relativo à operação de detecção de limite de

expansão e

0(ISKLKCTll }''(P) l(lnl/l ypl)').

No caso do processo de expansão geométrica (Procedimento 5), se desprezarmos a

contagem das células em que há matchÍng a cada novo encaixe que é realizado, o conjunto

MANCHA cresce no número de células segundo a seqüência

ilvpl, 21'%l, 41'%l, 8lypl. . . , llnl/2J, (3.3)

de modo que realizamos O(Zog(l7ZI)) encaixes para cobrir 50% do reticulado 7Z, sendo que

o custo da operação de detecção do limite de expansão é constante. Como a outra metade

do reticulado é preenchida por expansão aritmética, para ela a análise é similar ao caso

anterior.



Capítulo 4

Implementação

Com o objetivo de dar suporte à construção, simulação, análise e refinamento de

modelos em J-SysÉems, implementamos um so#ware, denominado Juzfachr&e S grzaZá zg

Siriiu/açor (JSS), constituído de quatro módulos (ver Figura 4.1)

a) Um ambiente de modelagem para definição de modelos em J; os principais compo-

nentes deste módulo são uma interface para edição e visualização de modelos e um

sisten-ta para verificação da consistência dos modelos;

b) Um simulador progressivo de modelos para sistemas de sinalização justácrina em J;

c) Um simulador regressivo de modelos para sistemas de sinalização justácrina em JI

d) Um ambiente para visualização e análise de simulações e resultados, contendo vários

componentes como, por exemplo, interfaces gráficas para visualização de padrões

celulares e relatórios c gráficos descritivos do comportamento e evolução do estado

dos modelos.

Nas seções seguintes, descrevemos brevemente cada um destes módulos

4.1 Ambiente de Modelagem

O primeiro recurso deste módulo é um conjunto de componentes gráficos, do tipo

navegador em wázards, isto é, aplicações encadeadas que conduzem o usuário aos próximos

passos de seu funcionamento, cujo objetivo é permitir a criação e edição de J-Sg/séems de
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Usuarto

Ambiente dc Modelagem

Simulador Regressivo Simulador Píogrcssivo

Refinamentos
no

modelo

Ambiente dc

+

Padrocs

Figura 4.1: Arquitetura global do so@war-e JSS

Analise

modo amigável e facilitado. Este Wãzard é divido em duas partes: a) criação e edição de

modelos e b) criação e edição de parâmetros de simulação.

Na primeira parte descrevemos e editamos instâncias de J, o que, dadas as caracterí-

sticas dos J-Syslems (Capítulo 2), significa:

. Definir um reticulado, isto é, o seu tamanho (número de células), sum dimensões

(ID, 2D ou 3D), suas condições de contorno (linear ou periódico) e a geometria de

sua células.

e

e

Dehnir o nome de cada um dos conjuntos de variáveis 8, ç e S do modelos se houver

estrutura de membranas, definir também o nome das variáveis .4.r e B.r, V/ C .F.

Além disso, definir os domínios E, (G, $, A.r e ]B/, V/ C .F, dessas variáveis.

Definir a representação de C, Ç, .S, .4/ e B/, isto é, definir o tamanho de cada um

dos velares E, G, S, .A.r e -B.r, V/ C .F. Isso significa:

leal (número fl de entradas) e horizontal (a memóriaanhos veráT'Definir os tara

rE) para.E;

Definir os tamanhos vertical (número lçl de genes) e horizontal (a memória

rc) para G;

Definir os tamanhos vertical (número l SI de saídas) e horizontal (a memória

rS) para SI

Definir os tamanhos vertical (número l.4.rl de sinais ambientais) e horizontal

(a memória rA,) para .4.r, V/ C /;
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Definir os tamanhos vertical (número in/l de sinalizadores) e horizontal (a

memória rB/) para B/, V/ C /;

. Definir o tipo do modelo (determinístico ou estocástico)

e Se o modelo for determinístico, definir as funções de transição 7, isto é, definir

exataniente como são cada unia da funções de ©, (b, A c C), de modo que cada

variável é atualizada por apenas uma função de transição.

e Se o modelo for estocástico, a definição de 7" exige a deÊnição de um conjunto

finito de funções F e urna distribuição de probabilidades em F, conforriie descrito

na Seção 2.6, para cada uma das variáveis do modelo.

Na Figura 4.2 há um exemplo de janela/aplicação da primeira parte do Wázard. Os

modelos criados ou editados são gravados em arquivos XML (eXtensible Markup Lan-

guage) (BRAY et al., 2000), com uma raiz e &ags hierárquicas.

Figura 4.2: Exemplo de janelas da aplicação do Wãzard responsável pelo cadastro de
variáveis e funções.

Aqui convém observar que a linguagem escolhida para fazer a descrição das regras

de transição foi Lua (LUA, 2006; LERUSALIMSCHY; FIGUEIREDO; CELES, 2006). Lua foi

inteiramente projetada, implementada e desenvolvida por uma equipe da PUC do Rio

de Janeiro. Lua é a única linguagem de programação reconhecida internacionalmente e

que foi desenvolvida fora do primeiro mundo. Ela foi criada para aplicações embarcadas

e aplicações que requerem acesso a habilidades de scríptÍrzg, prevendo APls de acesso

direito a um interpretados de menos de 300KB, geralmente embutido direto na aplicação

em fonna de uma biblioteca. Lua é uma linguagem rápida, extremamente portátil e

embutível. É uma linguagem de aprendizado extremamente rápido e livre (de código
aberto) .
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Na segunda parte do Wizard descrevemos e editados alguns parâmetros de simulação,

que foram incorporados com objetivo de proporcionar maior agilidade no momento da

experimentação dos modelos. Estes parâmetros são: a) o identificador da simulação, b)

o número de passos de tempo que o usuário deseja realizar na simulação, c) os tipos de

arquivos de Log (um "band/e" para sinais de aborto ou término inesperado, opções de

gravação de dados intermediários, etc) que devem ser gerados e d) as condições iniciais,

ou soja, os valores iniciais de todos os elementos de -B, G, S, .4/ e B/, em todas as células

e em cada uma de suas faces. Os parâmetros de simulação também são gravados em

arquivos XML.

Embora tenhamos definido o conjunto das condições iniciais como um componente do

modelo (Seção 2.5), optamos por implemente-lo no JSS como um parâmetro de simulação.

Isso faz com que o JSS permita a realização de várias simulações de um mesmo modelo

a partir de condições iniciais diferentes de um modo mais prático. Esse recurso é útil

também na experimentação de modelos estocásticos, pois para um mesmo conjunto de

condições iniciais pode-se ter evoluções diferentes do sistema.

O segundo componente deste módulo, o sistema responsável por verificar a consistência

dos modelos, opera quando a descrição do modelo é concluída. Ele, basicamente, verifica

se as restrições que definem a classe dos J-Sysíems são observadas.

4.2 Simulador Progressivo

O Simulador Progressivo é o módulo responsável por realizar a evolução de uni mo-

delo numa estratégia progressiva ('7brzl/ard nnáng') através da aplicação direta de suas

funções de transição. Ele é organizado do seguinte modo:

a) Há um componente Carregador, responsável pela carga dos arquivos contendo a

descrição do modelo e os parâmetros de simulação nas estruturas de dados que os

representarão em memória. Este componente também abriga um sistema que veri-

fica a consistência entre os dados que descrevem o modelo e aqueles que descrevem

os parâmetros de simulação: como é possível mapear um mesmo modelo em vários

conjuntos de parâmetros de simulação, convém fazer essa checagem para evitar que

alguma inconsistência possa ser injetada acidentalmente. Esse componente também

é responsável por descarregar em disco os resultados da simulação em arquivos no

formato XML.
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b) Há um componente Integrador que "gerencia" a computação das regras de transição.

Ele opera, basicamente, do seguinte modo: para cada variável do modelo, em cada

célula, no momento de aplicar uma regra de transição sobre uma variável, ele sorteio

a função (caso o modelo seja estocástico), passa a função (como uma sfüng) para o

interpretador Lua que devolve o resultado.

c) O outro componente é o interpretador Lua.

Na Figura 4.3 há um diagrama que ilustra a organização do Simulador Progressivo

XML
Banco de Modelos

Interpretador Lua

XML l Parâmetros de Simulação

Simulador Progressivo

:WLI Dinâmicas

Figura 4.3: Organização do Simulador Progressivo

4.3 Simulador Regressivo

O Simulador Regressivo é o módulo responsável pela identificação dos padrões celula-

res, segundo o método descrito no Capítulo 3. Nele estão incorporados os procedimentos

para cálculo de bacias de atração local, identiãcação dos cZzzslers sintõnicos e montagem

de atratores globais por expansão aritmética e geométrica. A organização deste módulo

está representada na Figura 4.4, cujos componentes podem ser assim descritos:

1. Uni componente Carregador, o qual abriga um procedimento responsável por fazer

a carga do modelo e outro por fazer uma checagem da consistência do modelo em

relação à8 restrições e ao escapo dehnidos para o método descrito no Clapítulo 3,

por exemplo, verificando se o modelo é determinístico.
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Figura 4.4: Organização do Simulador Regressivo

2 Um Reversor, que contéril os procedimentos para cálculos de bacias de atração

local. Ele implernenta os Procedimentos l (ReversoLocal, página 52) e 2

(ReversoLocaIModificado, página 53) e um Medidor que é usado para registrar

algumas medidas relativas às bacias como, por exemplo, o número de estados das

bacias, o tamanho dos períodos atratores, o número de estados que são do tipo jar-

dim do Éden, etc. O Reversor grava as bacias e as suas medidas para uso posterior.

O diagrama da Figura 4.5 ilustra o fluxo no componente Reversor.

-1

Modal

C/

Medidor

Bacias c Medidas

Figura 4.5: Fluxo no componente Reversor

3. Um componente Seletor de Atratores, que recebe as bacias e as medidas produzidas

pelo Reversor. Ele abriga um filtro que isola os atratores de suas bacias, descarta

aqueles que não são de saída pontual e os apresenta ao usuário via uma interface

para que este possa escolher aqueles que melhor convêm aos experimentos, seja por
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razões de significado biológico e/ou desempenho

o fluxo no componente Seletor de Atratores.

l Bacias c Medidas

t

O diagrama da Figura 4.6 ilustra

Interface

.!...y«?e!'!T!
Conjunto dc atratorcs

Atratorcs de anda constante

Usuario

Figura 4.6: Fluxo no componente Seletor de Atratores

4 Um componente Agrupador, que recebe os atratores selecionados no Seletor de

Atratores. Ele calcula os c/usfers sintõnicos ou as células sintõnicas através dos

procedimentos de cálculo de cZtzsters sintõnicos por partes (aqui denominado

C].usterslnTune e descrito na Seção 3.6.4.1) ou de identificação de células sintânicas

(Ce].llnTune, descrito na Seção 3.7.2). As células ou clusters sintânicos são armaze-

nados para uso posterior. O diagrama da Figura 4.7 ilustra o fluxo no componente

Agrupador.

Agrupador

CLUSnRS

Figura 4.7: Fluxo no componente Agrupados



4.4 Ambiente de Análise 92

5 Uma Interface para seleção de clusters ou células sintõnicas. Cromo os clusters (ou

células) sintõnicos correspondem às unidades de fonnação dos padrões globais, pode

ser conveniente, antes de proceder à montagem de um padrão celular por expansão

aritmética ou geométrica, selecionar no conjunto CLUSTERS (saída dos procedimentos

ClusterslnTune ou CelllnTune) aqueles que são de maior interesse. Esta interface

tem corno propósito facilitar tal escolha. Para manter coerência com a notação

adorada no Capítulo 3, denotamos por SELECT o conjunto dos c/usíers selecionados.

6 Um componente Montador, que recebe o conjunto SELECT de células ou clusters

sintõnicos e implemente os procedimentos de encaixe por expansão aritmética

(Ari.thmeticExpansi.on, página 73) e geométrica (GeometricExpansion, página 74)

descritos no Capítulo 3. O diagrama da Figura 4.8 ilustra o fluxo no componente

Montador.

GeometricExpansion

Montador

Padroes

Figura 4.8: Fluxo no componente Montador

4.4 Ambiente de Análise

A dinâmica (tabela) gerada pelo Simulador Progressivo e os padrões (tabelas) pro-

duzidas pelo Simulador Regressivo são armazenados em arquivos padrão XML. Estes

arquivos são interpretados pelo módulo Ambiente de Análise que provê, basicamente, três

recursos para visualização e análise: a) um Projetor, que traduz os dados fornecidos pe-

los simuladores Progressivo e Regressivo em uma representação gráfica do reticulado, de

modo a fornecer unia apresentação dos padrões celulares (Figura 4.9) , b) um componente
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com relatórios e gráâcos e c) um visualizados "passo'"a-passo" dos valores das variáveis de

estado para u dinâmicas obtidas.

Figura 4.9: Exemplo de reticulado hexagonal planar na representação do Projetor

4.5 ./-S3/stems e SBML

SBML (SysÉerrzs BáoZogy Jt/ar'kup Éarzguage) (SBML, 2007) é urna linguagem para

descrição de modelos de sistemas biológicos baseada em XML e UML (t/níBed .A/ode-

Z ng Zanguage) (UML, 2002) que ganhou grande popularidade nos últimos anos, sendo

atualmente suportada por aproximadamente 100 diferentes se/Zmareó, de tal forma que

se tornou um importante padrão para troca e intercâmbio de modelos entre pacotes e

ferramentas de simulação/análise.

SBML está sendo desenvolvida em níveis, sendo que cada novo nível estende, de modo

compatível, as caracaterísticas da linguagem presentes no nível anterior. A versão final

da SBML Levei l (nucKA et al., 2001) apresenta os recursos e fundamentos básicos para

representação de modelos não espaciais de redes bioquímicas. A versão final da SBML

Levei 2 (FINNnY; nuCKA, 2003) também já foi definida e incorporou facilidades que aju-

dam na representação de alguma características presentes nos modelos em J como, por

exemplo, a capacidade de definição de '' de/ay /unctá07zs" e " dáscreÉe euents".

No entanto, a classe J-Sg/stems contém modelos que não podem ser codificados em

SBML Levei 2, pois este não suporta modelos dependentes espacialmente nos quais cada

entidade biológica é univocamente identificada e individualmente definida. Várias pro-

postas de extensão da SBML Levei 2 já foram apresentadas (ver em (SBML, 2007)), as
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quais, provavelmente, serão adotadas na SBML Levei 3. As principais características que

a comunidade planeja incorporar à SBML Levei 3 que são importantes ao processo de

codificação de modelos em J no formato SBML são: a) amais de espécies, compartimen-

tos e reações, b) mecanismos para descrever as conecções entre itens de unl üm'aZ/ e c)

facilidades para descrever a geometria dos compartimentos em espaços 2D e 3D.

Algumas características dos modelos em J já poderiam ser rnapeadas para entidades

descritas ern propostas de extensão da SBML Levei 2, por exemplo: a) urna variável de

estado ern J poderia ser mapeada para urna Specie em SBML; b) uma função de transição

em J poderia ser mapeada para uma Reaction em SBML, c) uma célula em J poderia ser

mapeada para unl Compartment em SBML e d) um reticulado em J poderia ser mapeado

para um Array de Compartment em SBML. Nossa intenção é futuramente construir um

parser (que seria integrado ao sotware JSS) capaz de fazer a tradução de modelos no

formato J-Systerri para o formato SBML. A capacidade do so@ware JSS operar com o

padrão XML facilita esta tarefa; entretanto, acreditamos que não é conveniente construí-lo

até que a versão final da SBML Levei 3 esteja definida.



Capítulo 5

Aplicações

Devido à sua generalidade, os J-Systems podem ter várias aplicações no contexto de

sinalização justácrina, como por exemplo:

e na modelagem e análise de formação de padrões em sinalização justácrina;

B no estudo de métodos de engenharia reverso de redes de sinalização celular no con-

texto de sinalização justácrina;

e na estudo de métodos de identificação de unidades de vias metabólicas e de sinali

zação induzidas por sinais ambientais;

e no simulação de redes de regulação e sinalização celular justácrinal

e na reconstrução e na análise estrutural e dinâmica de redes de sinalização justácrina

Nas seções seguintes discutimos algumas interpretações biológicas e mostrados a apli-

cação de .J-Systents na modelagem dos elementos e interações básicas que participam da

segregação de neuroblastos enl Z). rne/anogasfer.

5.1 Interpretações Biológicas

Visto que atratores são estados discretos auto-estabilizantes, eles naturalmente cap-

turam a estabilidade dos perfis de expressão gênica associados corei os tipos celulares.

Portanto, eles permitem explicar como células podem assumir fenótipos distintos deter-

minados por complexos perfis de expressão genica. Dada essa propriedade, o campo
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atrator pode, em princípio, ser visto como uma base matemática e molecular para o vale

de Wadd ngÉorz (WIADDINGTON, 1957), uma metáfora usada para explicar a observação

de que tipos celulares se parecem com formas robustas e estáveis.

Tipos celulares são interpretados como bacias de atração (KAUFFMAN, 1993; WUEN-

SCHE, 1998b, 2004) da rede de regulação gênica, dentro dm quais a dinâmica celular

estabiliza-se a partir de vários estados iniciais. Essa visão permite explicar, do ponto de

vista do modelo (abstração) das redes de regulação, o fato de que um mesmo genonta

pode criar e manter urna variedade de tipos e sub-tipos celulares.

Em um padrão de expressão gênica de um determinado tipo celular, uni dado gene

pode manter-se ou não estável em certo nível de ativação. Se em determinado padrão

de expressão gênica uma grande porção dos genes está alterando seus níveis de expressão

(dinâmica desordenada ou caótica), ent,ão o tipo celular associado a esse padrão l,orna-se

instável. Por outro lado, dinâmicas que estabelecem um padrão onde uma grande porção

dos genes está permanente num mesmo nível de ativação implicam em tipos celulares

demasiado inflexíveis para que possam apresentar capacidade de adaptação.

Células precisam, a todo momento, adaptar seus padrões de expressão gênica em

resposta a uma variedade de estímulos, como, por exemplo, hormõnios, favores de cresci-

mento, etc. Segundo a interpretação acima, um tipo celular é provavelmente um conjunto

"proximal" de padrões de expressão gênica, não aqueles determinados apenas pelo atrator,

mm sim aqueles determinados pela bacia de atração, de modo a permitir certa flexibi-

lidade comportamental. Se um estado de referência particular (um padrão de ativação)

sofre uma pertubação, a dinâmica pode saltar para outra subárvore na mesma bacia ou

pode saltar para outra bacia, isto é, outro tipo celular.

Uma célula deve ser capaz de sofrer pertubações no seu padrão de expressão gênica e,

ainda assim, voltar ao seu estado estável; deve também ser flexível ao ponto de permitir

que uma pcrtubação possa fazê-la saltar para outra bacia de atração (outro tipo celular).

Estabilidade requer alta probabilidade de retorno à mesma bacia de atração; adaptabili-

dade ou diferenciação requerem saltos apropriados para outras bacias em resposta à sinais

específicos. A conjectura é que a evolução conduziu as dinâmicas das redes de regulação

para um delicado equilíbrio entre regiões estáveis (regime ordenado) e instáveis (regime

caótico) de riiodo a obter estabilidade e adaptabilidade nos padrões de regulação gênica

que definem os tipos celulares (WUENSCHE, 2004).

As bacias de atração fornecem urn modelo para homeostase celular em resposta às
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mutações e às pertubações no estado padrão de ativação dos genes. Entretanto, se a

modi6cação/mutação ocorrer na rede propriamente (representação do genótipo), ela pode

implicar em alterações no campo atrator, (lue é a representação do fenótipo. Já foi de-

monstrado (KAUFFMAN, 1993; WUENSCHE, 1994) que em modelos de regulação baseados

em redes Booleanas aleatórias (RBN, do inglês rartdom BooZeari rzeZw07k), em geral os

campos atratores são estáveis a pequenas modificações no esquema de ligação entre os

nodos ou na definição das regras de transição.

Se um tipo celular é urn atrator, então o processo de diferenciação é a passagem de

um atrator para outro, provocada por sinais exógenos ou pela distribuição msimétrica

dos constituintes celulares durante a divisão; ou seja, a trajetória levando de uma bacia

de atração para outra corresponde à via de diferenciação em questão. Dado um tipo

celular representado por um padrão de atividade na rede de regulação e um conjunto fixo

(geralmente minimal) de pertubações neste padrão, existe uni conjunto restrito de novos

tipos celulares que podem ser induzidos a partir deste tipo inicial e destas pertubações.

Se fizermos o mesmo para os novos tipos e assim sucessivamente, obteremos uma á ore

de dijferericáação, que representa as possíveis vias de diferenciação. Ou seja, segundo

essa modelagem, um particular tipo celular pode diferenciar em vários tipos celulares,

mm de modo restrito àqueles tipos determinados pelos ramos da árvore de diferenciação.

Isto sugere um modelo que organiza ontogenia em termos dos ramos desta árvore de

diferenciação.

Propomos uma extensão para a interpretação descrita nos parágrafos acima de modo

a conceber as bacias de atração global em J-Systems como padrões celulares: um tipo

celular corresponde a uma bacia de atração local da rede intracelular e um padrão celular

corresponde a uma bacia de atração global, que é composta por um arranjo de bacias

locais posicionadas em células vizinhas tal que m saídas e as entradas das dinâmicas

locais enl cada célula e em cada segmento de membrana são compatíveis.

Do mesmo modo que no caso anterior, aqui também temos que se um tecido re-

presentado por um padrão estável na atividade de todos os componentes moleculares em

todas as células e membranas - sofre unia pertubação há duas possibilidades: a) ele pode

ser lançado para alguma árvore transiente enraizada no mesmo padrão de atividade está-

vel (o atrator global), de modo que sistema tende estabilizar-se nele novamente; ou b)

ele pode ser lançado para outra bacia de atração global, que representa outro tipo de pa-

drão/arranjo celular. Sendo assim, aqui também temos um modelo para a estabilidade e a

adaptatividade/flexibilidade da estrutura tecidual, sendo que adaptabilidade/flexibilidade
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aqui deve ser entendida como a capacidade da estrutura tecidual migrar de um padrão

celular para outro, ou seja, a passagem de urn atrator global para outro corresponde ao

processo de padronização celular.

As bacias de atração global fornecem um modelo para a estabilidade dos padrões celu-

lares em resposta às pertubações no padrão de atividade de seus componentes moleculares.

No entanto, se a modificação ocorrer não na dinâmica, mas sim nas redes intracelulares,

nas redes de membrana ou nas funções de vizinhança, então teremos modificações no

campo atrator global

Além disso, podem existir pertubações que fazem o sistema saltar de uma bacia de

atração para outra, caso consideremos a rede intracelular isoladamente. Entretanto, na

presença de sinais justácrinos, as mesmas pertubações na dinâmica intracelular podem

levar o sistema para algum ponto da dinâmica global que "empurra" a dinâmica local

de volta para a mesma bacia de atração local. O inverso também pode ocorrer, isto é,

podem existir pertubações para as quais a rede intracelular se mantém estável caso ela

sqa considerada isoladamente, mas que pode transporta-la para outra bacia local, caso

tenhamos a presença de sinais justácrinos.

5.2 A Via do Notch

A via Notch é uma via de sinalização crucial, presente em vários eventos do desenvol-

vimento de diversos organismos, como, por exemplo, na neurogenesis em Z)rosophíla (CA-

STRA et al., 2005), no desenvolvimento anterior de vertebrados (LEWIS, 1996, 1998; wniT-

FIELD; HADDON; LEWIS, 1997) e na formação de nervuras em asas de Drosop/zá/a (HUP-

PER:l'; JACOBSON; MUSKAVITCH, 1997). Sinalização do tipo célula-célula, mediada através

da via Notch, é um mecanismo que opera em várias situações onde há definições de des-

tino celular. Notch é particularmente efetivo no estabelecimento de distinção binária entre

duas ou mais células adjacentes ou vizinhas, o que ocorre basicamente em três configu-

rações gerais: a) inibição lateral, onde uma única célula inibe suas vizinhas de seguirem o

destino por ela adotado (PARKS; HUPPERT; MUSKAVITCH, 1997)l b) comunicação de linhas

justapostas de células onde cada linha adota um destino diferente (BESSnO; KAGEYAN{A,

2003) e c) escolha (binária) de destino entre células irmãs em divisões assimétricas (KIM

et d., 1996).

Vairios descrever brevemente as características moleculares principais (esquernatizadas



5.2 A Via do Notch 99

Tabela 5.1: Elementos moleculares essenciais da via do Notch e organismos onde já foram
identificados.

na Figura 5.1) da via do Notch. Seus elementos essenciais são um gigante do tipo Delta,

um receptor do tipo Notch e um favor de transcrição da família CSL (CBFI, Su(H) ou

u.rs.\.x l J .

Os elementos essencial da via do Notch são altamente conservados e estão presentes em

diversas espécies. A Tabela 5.2 resume a presença destes elementos em diversas espécies

nas quais já foram identiâcados e estudados (LA1, 2004).

As proteínas Delta e Notch são proteínas transmembrana que contêm um domínio

extracelular constituído de se(luências de repetições de EGF (favor de crescimento epidér-

lnico). Repetições específicas de EGF medeiam a interação entre o gigante e o receptor.

A ativação de Notch por seu correspondente ligante provoca duas clivagens proteolíti-

cas do Notch: uma no seu domínio extracelular e outra no seu domínio intracelular. O

domínio intracelular (Notch ra) migra da membrana para o núcleo onde aviva o favor

de transcrição (CSL). Na ausência de Notch nora, o CSL associa-se a um co-repressor

formando um complexo que inibe a expressão dos genes alvos do Notch. Na presença

de Notch entra, o CSL associa-se a um co-ativador formando um complexo que leva a

ativação dos genes alvo do Notch. Na Figura 5.1 há uma representação esquemática desse

rnecanisrno.

5.2.1 Delta-Notch e Neurogenesis em D. meZanogasíler

Um dos mais bem conhecidos exemplos onde opera a via do Notch está relacionado

à formação do sistema nervoso em .DrosopÀ{/ci, mais especificamente aos processos de

Componente O. elegans Drosophila M.amíteros

Ligante LAG-2
APX-l
ARG-2

F16B12.2 
Delta-likel
Delta-like2
Delta-like3

Jagged l
Jagged 2

Receptor LIN-12
GLP-l

Notch Notchl
Notch2
Notch3
Notch4

l Fãtor de Transcrição (CSL) LAG-l   CBF'l/RbrJk
RBPL



5.2 A Via do Notch 100

Citoplasma P P+l

(b)
Clivagem 1 1 Clivagem2

Citoplasma P P+l

Figura 5.1: Elementos básicos da via do Notch. (a): Na ausência de Notch núcleo,
os falares de transcrição da família CSL associam-se com um complexo co-repressor (Co-R) e
reprimem a transcrição dos genes alvos do Notch. (b): A interação entre o ligante Delta e o
domínio extracelular de Notch leva, a clivagens em Notch que liberam o domínio intracelular de
Notch (Notch ra), o qual migra para o núcleo onde associa-se corri um co-atirador (Co-A).
C) complexo formado por Notch Co-A desfaz a ligação entre Co-R e CSL e avivam a
transcrição dos genes alvos do Notch.

segregação de neuroblastos e determinação de células precursoras de órgãos sensoriais

(que dão origem às cerdas censórias da epiderme). Logo após a gastrulação, as células da

região neurogênica (uma região de aproximadamente 1900 células ectodérmicas formada

por duas faixa longitudinais de células ao longo do eixo antero-posterior do embrião,

em uma posição ligeiramente dorsal em relação à mesoderme ventral) assumem caráter

bipotencial: elm podem tornar-se neuroblastos -- precursoras de células neurais -- ou

epidermoblastos, que são as precursoras da epiderme. A distribuição dos neuroblastos e

epidermoblastos na região neurogênica, depois que cada célula assumiu sua identidade,

depende de elementos de regulação intracelular e interações tipo célula-célula.

Numa descrição mais geral, temos que os chamados genes proneurais (principalmente

do complexo achaefe-sente) conferem às células ectodérmicas o potencial para tornarem-se

precursores neurais. Na região neurogênica, células expressando estes genes formam agru-
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pimentos de células (chamados de agrupamenteos pró-neurais). Nem todas as células de

ulli agrupamento neural tornam-se neuroblastos e o processo que leva à sua especificação

envolve inibição lateral: logo após a formação dos agrupamentos, todas as suas células

têm potencial para tornarem-se neuroblastos, até que uma delas (o futuro neuroblasto)

começa a expressar por meio de um evento aleatório - genes do complexo acàüeÉe-scuÉe

ern níveis mais elevados do que as demais. Isso implica que esta célula produz um si-

nal, transmitido através de interações justácrinas entre Delta e Notch, que inibe as suas

vizinhas de também tornarem-se neuroblastos, fazendo com que apenas ela torne-se um

precursor neural e o restante das células do agrupamento tornando-se células epiteliais

epidérmicas.

Se tentarmos olhar mais detalhadamente para as interações moleculares que modulem

a expressão de Delta e Notch, veremos que muitos estudos (LAI, 2004; BAILEY; POSA-

KONY, 1995; MEIR et al., 2002; PAROUSH; WAINWRIGHT; ISH-HOROWICZ, 1997) sugerem

(lue vários genes e proteínas podem participar da transmissão e do ajuste dos sinais Notch.

No entanto, vamos nos restringir à descrição dos componentes e conexões mais bem esta-

belecidos, os quais chamaremos de "rede neurogênica canónica" ou simplesmente "rede

canónica". A arquitetura desta rede de regulação, seus componentes e suas interações

estão esquematizadas na Fig. 5.2. Suas principais características são:

E(SPLI

Figura 5.2: A(lui elipses representam mRNAs, retãngulos representam proteínas, hexágonos
representam complexos proteicos. Notch e DA têm expressão constitutiva, representadas por '
+ --, Notch' e '+ --, DA' , respectivamente. 'X --, Y' denota que X atava Y e 'X --© Y' denota
que X inibe Y

e Delta é o gigante para o receptor Notch
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e Os genes para Notch e DA (cofator l)aughter/ess) têm expressão constitutiva.

e Quando Delta atava Notch, o domínio intracelular de Notch (Notch ra) liga-se

ao falar de transcrição Suppress07 0.f #aÍTZess (SU(H)), que é da família CSL.

. O dímero SU(H)/N atava a transcrição dos genes do complexo .Enhüricer o/ sp/ É

(e(spl)) que codificam para o repressor transcripicional E(SPL).

. E(SPL) reprime a transcrição dos genes proneurais acàae e (ac) e scule (sc), que são

os determinantes primários do destino neural: células corri altas concentrações dos

produtos AC e SC tornam-se neuroblastos; AC e SC são favores de transcrição que

contêm urna região conservada do tipo basic ãe/ãz-/oop-Ae/áa; (bHLH). Eles usam o

domínio bHLH para dimerizar com outros favores, tornando-se ativos como dímeros.

. AC e SC ligam-se cada um deles ao cofator Daugàler/ess (DA) e, na condição de

heterodímeros (AC/DA e SC/DA), atavam a trancrição de ambos a si próprios e um

ao outro (ver a Figura 5.2).

e AC/DA e SC/DA também atavam a transcrição do gene dl (que codifica para o

ligante Delta) e do gene e(spl), cujo produto (E(SPL)), como já dissermos, reprime

a transcrição de ac e sc.

e Desse modo, um laço é formado: um evento aleatório aviva ac e/ou sc numa célula

do agrupamento proneural. Eles atavam dl, cujo produto (Delta) atava Notch nas

células vizinhas, nm quais, através do complexo SU(H)/N, e(spl) é avivado que, por

sua vez, reprime ac e sc.

e Delta reprime a atividade de Notch na própria célula

e e(spl) também promove autorepressão

5.3 Modelo de l.}ês Níveis em J para Padronização de

Neuroblastos

Com base na arquitetura sugerida pela rede canónica (representada pela Fig. 5.2)

construímos um novo modelo de três níveis para padronização de precursores neuronais,

que é um J-SZ/atem. Ele é um modelo de estados formulado em termos dos níveis de

atividade (baixo/padrão/alto) dos miNAs, das proteínas e dos complexos envolvidos.
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Seu propósito é capturar propriedades qualitativas da arquitetura e da dinâmica da rede

neurogênica e das interações justácrinas no processo de padronização de precursores neu-

ronais. Embora um modelo Booleno fosse mais simples de analisar, optamos por formular

um de três níveis devido ao mecanismo já consolidado na literatura -- de amplificação e

consolidação de pequenas diferenças entre células vizinhas que, geralmente, opera quando

há inibição ou indução lateral. No caso especíâco da segregação de neuroblastos, este

mecanismo se maniíêsta mais claramente nos níveis de expressão de ac e sc: todas as

células de um agrupamento neural na região neurogênica mantêm níveis equivalentes de

expressão de ac e sc enquanto m células estão em estado bipotente, sendo que diferentes

níveis de expressão (para mais e para menos em relação ao estado bipotente) determinam

o destino neural; urn modelo Booleano não capturada essa diferenças de expressão em

relação ao nível bipotente de modo tão explícito como um modelo de três níveis. Além

disso, dependendo do modo como o modelo Booleano fosse construído e devido ao fato de

que proteínas são traduzidas depois da transcrição do correspondente niRNA, talvez fosse

necessário assumir que as proteínas não seriam expressas no estado inicial, o que poderia

ser contestável do ponto de vista do biológico.

5.3.1 Suposições do Modelo

As suposições que assumimos no modelo J para padronização de neuroblastos proposto

podem ser divididas em suposições gerais, relativas à transcrição, relativas à tradução e

aquelas relativas à formação de complexo intracelulares. As suposições gerais deste modelo

sao

a) O estado de cada componente pode ser 0, 1 ou 2, os quais representam, respectiva-

mente, 0: ausência ou presença da correspondente substância ein níveis de concen-

tração abaixo dos valores de referência; 1: presença da correspondente substância

em níveis padrões de concentração, isto é, dentro dos valores de referência e 2: pre-

sença da correspondente substância em níveis de concentração acima dos valores de

referência.

b) As regras de transição são todas funções lógicas multivaloradas de três valores (0, 1

ou 2) nas combinações dos estados dos compontentes em instantes anteriores e seus

operadores serão restritos ao 'AND't e ao 'OR'2

idenotanios 'z .AND. g/' por '# A g/'
zdenotamos 'z .OR. g/' por 'z V y'
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Suposições Relativas à 'lYanscrição

Com relação ao processo de transcrição, assumimos que

i) A regra de transição associada à transcrição de um gene é representada por uma

função lógica multivalorada do estado de seus ativadores e inibidores.

ii) Transcrição de um gene não ocorre (ou ocorre em baixas taxas) sc seus inibidores

estão em alto estado de atividade (representando que estão presentes em altas con-

centrações), independente do estado de seus ativadores. Isso implica que o efeito

dos inibidores de transcrição são dominantes em relação aos ativadores.

iii) Transcrição de um gene ocorre em altas taxas se seus ativadores estão em alto

estado de atividade (representando que estão presentes ern altas concentrações) e

seus inibidores estão em baixo estado de atividade (representando que não estão

presentes ou estão presentes em baixas concentrações)

iv) 'lYanscrição de um gene ocorre em taxas padrões nas demais situações não enqua-

dradas nos dois itens anteriores.

v) O efeito dos ativadores de transcrição não são aditivos

vi) Transcrição é uma função no estado de seus ativadores e inibidores que define três

níveis de regulação: baixa, padrão c alta, assim descritas:

e Se transcrição está baixa, miNAs não são transcritos, os já existentes degra-

dam e seus níveis de concentração vão a 0 (para isso se mantém em 0 ou caem

3,té 0) em uni passo de tempo

Se transcrição está alta, miNAs são transcritos em além taxa e seus níveis de

atividade vão para 2 (sobem ou se matam) em um passo dc tempo.

e Se transcrição está padrão, miNAs são transcritos em taxas padrões e seus

níveis de atividade vão (sobem ou caem ou se mantém) para l em um passo

de tempo.

Suposições Relativas à 'lYadução

Com relação ao processo de tradução, assumimos que

i) A regra de transição associada à tradução de uma proteína é representada por uma

função lógica multivalorada no estado do correspondente mRNA.
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ii) 'lYadução de uma proteína não ocorre (ou ocorre em baixas taxas) se seu cor-

respondente mRNA está ein baixo estado de atividade, representando que não está

presente ou está presente em baixa concentração.

iii) Tradução de uma proteína ocorre em alta taxas se seu correspondente mRNA está

em alto estado de atividade, representando que está presente em alta concentração.

iv) 'lFadução de uma proteína ocorre em taxas padrões se seu correspondente maNA

está em estado de atividade padrão.

v) 'lYadução é uma função no estado do correspondente mRNA que define três níveis

de regulação: baixa, padrão e alta, msim descritas:

e Se tradução está baixa, proteína não são traduzidas, as já existentes degradam

e seus níveis de concentração vão a 0 (para isso se mantém em 0 ou caem até

0) em um passo de tempo.

8 Se tradução está alta, proteínas são traduzidas em altas taxas e seus níveis dc

concentração vão para 2 (sobem ou se matam) em um passo de tempo.

e Se tradução está padrão, proteínas são traduzidas em taxas padrões e seus

nível de concentração vão (sobem ou caem ou se mantém) para l em um

passo de tempo.

Suposições Relativas à Formação de Complexos Proteicos

Com relação à formação de complexos via o acoplamento de proteína, assumimos que

i) A regra de transição associada à formação de um complexo é representada por uma

função lógica multivalorada no estado das proteína que serão acopladas.

ii) Formação de um complexo não ocorre (ou ocorre em baixas taxas) se alguma das

proteínas cm questão está em baixo estado de atividade, representando quc não está

presente ou está presente em baixa concentração.

iii) Formação de um complexo ocorre em altas taxas se todas as proteínas a serem

acopladas estão em alto estado de atividade, representando que estão presentes em
alta f nnf ont nana n
L»& VLU \#vLxv \PXxul ÇAy

iv) Formação de um complexo ocorre em taxas padrões nas demais situações não en

quadradas nos dois itens anteriores.
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v) Formação de complexos é uma função no estado da proteínas em acoplamento que

define três taxas de formação: baixa, padrão e alta, assim descritas:

e Se os complexos estão em baixa taxa de formação, não há acoplamento entre

proteínas, os complexos já formados degradam e seus níveis de concentração

vão a 0 (para isso se mantém em 0 ou caem até 0) em um passo de tempo

e Se os complexos estão eln alta taxa de formação, proteínas são acopladas em

altas taxas e os níveis de concentração dos complexos que são íonnados vão

para 2 (sobem ou se matam) em um passo de tempo-

Se complexos estão em taxa padrão de formação, proteínas são acopladas em

taxas padrões e seus níveis de concentração vão (sobem ou caem ou se mantém)

para l em unl passo de tempo.

5.3.2 Representação da Região Neurogênica e dos Componentes

e Mecanismos Moleculares

Mapeamos as células da região neurogência num reticulado 7Z definido como planar

60 x 33 e com condições de contorno do tipo limite periódico e contendo 1980 células

hexagonais.

No que diz respeito às variáveis de estado, pelo fato de se tratar de um modelo de três

níveis, adoramos o domínio {0, 1, 2} para todas elas. Com relação aos nomes das variáveis,

para mantermos aderência à nomenclatura e notação da Figura 5.2, definimos o estado Ç7

da rede intrace]u]ar como g = {Notch entra, SUHNotch nora, espZ, -ESP].,, ac, sc, ..40, SO,

,4(;Z).4, S(;1)Á, dZ, Z).A, SPH, Deita, .Motch, Notch Z)eita}, onde cada variável em g denota

o nível de atividadc do correspondente componente molecular homónimo, por exemplo,

Notch entra = 0/1/2 denota que Notch ra (domínio intracelular do Notch) está em

nível de atividade baixo/padrão/alto. No Apêndice A detalhamos essa notação para cada

um dos compone'ates moleculares da rede neurogênica. Adotanios duas variáveis eo e ei na

entrada da rede intracelular, que usamos para representar o nocaute e a superexpressão

de sc e ac, respectivamente. Adotarnos também uma variável de saída se da rede intra-

celular, que recebe o nível de atividade de Z)Cita. Além disso, assumimos que o modelo é

livre de sinais ambientais.

Assumimos o modelo como sendo determinístico e eni relação às funções de transição,

fizemos:
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. 0.4,,ltl = i.
A expressão constitutiva de DA é representada fazendo 1) 4 receber um sinal inde-

pendente em toda célula p.

. ]VotcA,ltl = 1.
Do mesmo modo, a expressão constitutiva de Notch livre, em toda célula p, é repõe

sentada fazendo Notch receber urn sinal independente.

e Notch entra.ltl = NotcA it -- ll.

Indica que o nível de atividade do domínio intracelular de Notch, na célula p, é

atualizado pelo nível de atividade dos complexos Delta/Notch da própria célula p

no instante anterior (t l).

0

e SUHNotch.entra.ltl = «1 e (Notch.entra,it -- il = 2 A (SUHplt -- il ? i)) A
(o.zt«,it - il $ i)

1, caso contrário

Indica, que o nível de atividade de SU(H)/Notch ra, na célula p, é atualizado por

uma função nos níveis de atividade de SU(H), Delta e Notch ra, na célula p, no

instante anterior.

. SUXPltl ' SC/HNotch entra,it -- ll.
Indica que o nível de atividade de SU(H), na célula p, é atualizado pelo nível de

atividade de SU(H)/Notch na célula p, no instante anterior.

0, se ESPL =2

. «pz.ltl
2, se SU.ffArotch.{ntraplt -- ll = 2 /\ .ACZ).4plt -- ll = 2 /\

sci).A.It - il = 2 A zspl,it -- il = o

1, caso contrário.

Indica que o nível de atividade de e(spl), na célula p, é atualizado por uma função

no nível de atividade de SU(H)/Notch ra, ANDA, SCDA e E(SPL) na célula p,

no instante anterior.

. -Espt.ltl pz.It - il.

Indica que o nível de atividade do falar de transcrição E(SPL), na célula p, é atua-

lizado pelo nível de expressão do gene e(spl) na célula p, no instante anterior.
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0, se ESPZ,it - il 2 v SU#Notch ántrapjt ' ll = 2

. «%ltl
2, se ESPLí it -- ll ;: 0 /\ SU.f7Arotch.intraplt ' ll :: 0A

.4cz).4.It -- il = 2 A scz)Á.It -- il = 2

1, caso contrário.

Indica que o nível de ativação do gene ac, na célula p, é atualizado por uma função

no nível de atividade de E(SPL), SU(H)/Notch tra, AC/DA e SC/DA, na célula

p, no instante anterior.

0, if ZSPL.It -- ll = 2 V SU#Arotch.entra.It -- ll =2

. s.,,ltl
2, if ESPLpjt-- ll =0 A SUHNotch.{ntraplt ll =0A

.4aoÁ,it - il = 2 A s z).4.It tl = 2

1, caso contrário.

Indica que o nível de ativação do gene sc, na célula p, é atualizado por uma função

no nível de atividade de E(SPL), SU(H)/Notch ra, AC/DA e SC/DA, na célula

p, no instante anterior.

...4q,ltl
Indica que o nível de atividade de AC, na célula p, é atualizado pelo nível de ex

pressão do gene ac na célula p, no instante anterior.

e sqltl
Indica que o nível de atividade de SC, na célula p, é atualizado pelo nível de expressão

de sc na célula p, no instante anterior.

0, se .AOpl* - :l ' 0 A 0.4.It - il l

.4(1;Z.).4pltl = -1 2, se ÁCplt lj-2 /\ Z).4pjt--lj=l
1, caso contrário.

Indica que o nível de atividade de AC/DA, na célula p, é atualizado por unia função

no nível de atividade de AC e DA, na célula p, no instante anterior.

Í 0, $e SCpjt-lj=0 A n..4.lt--il=t
S('t/).4Pltl = '1 2, se S(Jplt il"2 /\ Z).4plt ll=l

1 1, caso contrário.

Indica que o nível de atividade de SC/DA, na célula p, é atualizado por uma função

no nível de atividade de AC e DA, na célula p, no instante anterior

8

e
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Í 0, se SC1),4plt lj=0 A ÁC0.4,jt--1l=0
e azPltl :; 'l 2, se SC1).4plt il=2 A ÁCDÁpjt--lj=2

1 1, caso contrário

Indica que o nível de expressão do gene dl, na célula p, é atualizado por uma função

no nível de atividade de AC/DA e SC/DA, na célula p, no instante anterior.

. n'zt«,,ltl :: az.It - il.
Indica que o nível de atividade de Delta livre, ern toda célula p, no instante t, é

atualizado pelo nível de atividade do gene dl na célula p o instante anterior.

Í 0, se Notch,jt--1l=0 v ógjt--limo

e Arotch.Z)eZtapltl ' 'l 2, se (Notchplt-ll'lVNotch.It il=2) A volt-1l =2
1 1, cmo contrário,

sendo quc

0, se .eE(P) s:ltl $ 4

Ógltl - Õo(s:ltl) 2, se .c}(p) s:lt1 28

1, caso contrário,

onde (5o é a função de vizinhança que atualiza o sinalizador externo bo, V(p) denota

o conjunto dm células vizinhas à célula p e se denota a saída se da rede intracelular

da célula u C }'(p)

Indica que o nível de atividade dos complexos Delta/Notch, na célula p, é atualizado

por uma função no nível de atividade, na célula p, de Notch livre c do sinalizados ex-

terno b', o qual representa a influência das células vizinhas (y(p)), expressa através

da função de vizinhança (5o nas saídas da rede intracelular das células vizinhas.

. s:ltl - OeZt«,it - il.
Indica que a saída (no caso única) da rede intracelular, na célula p, é atualizada

pelo nível de expressão de Delta na célula p, no instante anterior.

5.3.3 Simulações e Resultados

Para construir modelos para sistemas de sinalização justácrina, adoramos a seguinte

metodologia dc modelagem:



5.3 Modelo de Três Níveis em J para Padronização de Neuroblastos 110

1. Inicialmente partimos da tipologia e das relações entre os componentes moleculares

já estabelecidos na literatura para construir uma primeira versão das redes intrace-

lulares e de membrana (caso exista), das funções de vizinhança e das características

do reticulado.

2. Ern seguida, iteramos de modo progressivo o modelo a partir de padrões

já conhecidos e estabelecidos e comparamos com o comportamento esperado do

sistema. Rehnamos e iteramos o modelo sucessivamente, do nlesrno modo, até

atingir um grau de coerência razoável com o comportamento esperado.

3. Depois de obter um modelo razoavelmente consistente usando apenas simulações

progressivas, realizamos simulações regressivas a fim de obter os campos atratores

locais e os padrões celulares estáveis (atratores globais).

5.3.3.1 Simulações Progressivas

Refinado o modelo até um ponto que pede ser considerado como "carreto", uma das

primeiras questões a responder é relativa a quais padrões de atividade nos componentes

moleculares do sistema - em todas as células da região neurogênica definem os tipos

selvagens correspondentes a: i) configuração onde todas as células são bipotentes e ii)

configuração onde os neuroblastos estão segregrados. Nesse sentido, realizamos algumas

simulações progressivas onde assumimos que há dois estados de interesse: o estado inicial

definido pela configuração (i) e o estado final definido pela configuração (ii).

Para representar o estado inicial atribuímos valor lógico 'l' no instante inicial (t =

0) para todos os componentes do modelo em toda célula do reticulado, indicando que

assumimos que todos esses componentes, em toda a região neurogênica, têm níveis de

atividade padrão (dentro dos valores de referência) nessa configuração.

Simulamos progressivamente o modelo e observamos que o sistema se mantém eni

estado estacionário em relação às condições iniciais (células bipotentes) , ou Soja, essa con-

figuração corresponde a um atrator global, portanto ela é um padrão celular estável e

assim permanecerá, até que algum sinal externo possa pertubar seu equilíbrio dinâmico.

Como próximo passo natural tentamos se o estado do sistema evolui a partir das con-

dições iniciais para outro atrator que corresponde à configuaração (ii). Para isso, nós

promovemos via sinais independentes - várias flutuações no estado de alguns compo-

nentes do modelo. Usamos estas flutuações com o objetivo de reproduzir ri sá/ico os
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comportamentos mais bem estabelecidos na literatura e alguns experimentou de bancada

clássicos.

No primeiro experimento escolhemos algumas células arbitrária da região neurogênica

e nelas incrementamos (fizemos msumir o valor lógico '2'), a partir dm condições iniciais,

os níveis de atividade de sc e ac. Com o tempo, o sistema migrou para outro estado

estacionário assim caracterizado:

1. Nas células onde a atividade de sc e ac foi incremerltada a atividade da rede neuro-

gênica estabilizou seus níveis de atividade no seguinte padrão3:

2. Nas células vizinhas das células onde sc e ac foram incremenLados a atividade da

rede ncurogênica estabilizou seus níveis de atividade no seguinte padrão:

3. As demais células da região neurogênica mantiveram seu padrão de atividade mal

tarado em relação às condições iniciais.

O comportamento esperado é que a célula que se torna um neuroblasto, com o tempo

inibe suas vizinhas de também sê-lo (COLLIER et al., 19961 LUTnl et d., 1998), o que

sugere que o primeiro padrão (observado nas células onde sc e ac foram incrementados)

corresponde à configuração nos níveis de atividade de todos os componentes da rede

neurogênica que corresponde aos precursores neuronais.

Num segundo experimento, dividimos a região neurogênica (reticulado de dimensões

60 x 33) em três faixas idênticas de dimensões 60 x ll cada uma. A partir das condições

iniciais (i) flutuamos (para cima), em instantes de tempo aleatórios, os níveis de atividade

de sc e ac em cada uma destas faixas do seguinte modo: a) na faixa mais dorsal flutuamos

a atividade de sc e ac em 15% das células, b) na faixa mediana flutuamos a atividade de sc

e ac em 24% das células e c) na faixa mais ventral flutuamos a atividade de sc e ac em 50%

das células. Esse experimento teve como objetivo simular urn gradiente dos ativadores

de sc e ac na região neurogênica, sendo que os resultados que obtivemos foram: a) nâ

apara facilitar o enquadramento na página dos padrões de atividade Ruina fonna tabular, adoramos
uma indexação nos nomes das variáveis de estado do sistema Delta-Notch, a qual está definida na Tabela
5.2

17 16 13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 l 0

l l 2 l 2 2 2 2 2 2 0 0 0 0 0 0

17 16 13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 l 0

l l 0 0 0 0 0 0 0 0 2 l 2 2 2 2
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Tabela 5.2: As variáveis da rede intracelular são identificadas por inteiros 18, 17, . . . , 0. Além
de variáveis para os componentes moleculares próprios de sistema Delta-Notch, incluímos - na
versão expandida da rede intracelular - as variávies de entrada eo e el e o sinalizados externo bo

faixa mais dorsal 15% das células tornaram-se neuroblastos, b) na faixa mediana 24% das

células tornaram-se neuroblastos e c) na faixa mais ventral 33% das células tornaram-se

neuroblastos. Além disso, verificamos que quando o sistema entrou em estado estacionário

tivemos: 1) inibição lateral completamente observada (não existiram dois neuroblastos

vizinhos um do outro) e 2) do total de células, 24% tornaram-se precursores neuronais,

o que é compatível com os resultados esperados (WOLPER]', 2002; LAI, 2004; CASTRO et

al., 2005; LEWIS, 1998). Lembremos que, segundo a interpretação proposta na Seção 5.1,

este estado estacionário global também é um padrão celular estável e nele pennanecerá

até que alguma pertubação externa o retire de sua estabilidade. Na Figura 5.3 mostramos

uma representação do padrão celular obtido.

Figura 5.3: Exemplo de padronização de precursores neuronais onde verificamos a ocorrência de
inibição lateral. As células pintadas de branco correspondem aos epidermoblastos e as de preto
a,os neuroblastos.

Em seguida, simulamos a existência de falhas na via de sinalização do Notch no orga-

Nome da variável IdentiHcadorínteiro
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nismo através da inibição (fizemos assumir o va]or Lógico '0') do ]Votc/t num grupo conexo

de células escolhido arbitrariamente. Como resultado, obtemos que todas m células es-

colhidas adoraram o seguinte padrão de expressão:

o qual caracteriza os precursores proneurais (alto nível de atividade de sc e ac), indi-

cando que houve excesso de formação de neuroblastos, resultado compatível com padrões

observados em mutantes Notch (LEWIS, 1998; LAI, 2004)

Também testarnos os efeitos da presença de altos níveis de atividade de Notch no

modelo. Para isso, fizermos Notch msumir o valor lógico '2' num grupo conexo de célu-

las escolhido arbitrariamente. Como resultado obtemos que todas as células escolhidas

adoraram o seguinte padrão de expressão:

indicando, segundo o modelo, que atividade constitutiva ou alta atividade de Notch re-

prime a diferenciação neural (em nenhuma das células tivemos alta atividade de sc ou

«.)C

Em outro experimento, aderimos o comportamento do modelo mediante o nocaute de

sc e ac. Pala isso, escolhemos algumas células arbitrárias da região neurogênica e nelas

inibimos (6zemos assumir o valor lógico '0'), a partir das condições iniciais, os níveis de

atividade de sc e ac. Com o tempo, o sistema migrou para outro estado estacionário assim

caracterizado:

1. Nas célula onde sc e ac foram silenciados a atividade da rede neurogênica estabilizou

seus níveis de atividade no seguinte padrão:

2. Nas células vizinhas daquelas onde sc e ac foram silenciados a atividade da rede

neurogênica estabilizou seus níveis de atividade no seguinte padrão:

Esses resultados indicam um excesso de neuroblastos, resultado também compatível

com padrões observados em mutantes ac e sc (l,EWIS, 1996).

17 16 13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 l 0

0 l 2 2 2 2 2 2 2 2 0 0 0 0 0 0
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5.3.3.2 Simulações regressivas

Para obter a dinâmica intracelular completa do modelo J para o sistema Delta-Notch,

usamos o Procedimento l (ReversoLocal), que operou com uma versão expandida da

rede neurogênica representada pela Figura 5.4. Os sinais de entrada 8 = {eo, ei} foram

utilizados para representar o nocaute e/ou superexpressão de ac e sc e o sinalizador bo foi

utilizado para representar o sinal externo correspondente à presença de l)Cita nas células

vizinhas.

SU(H )/Note h.entra

: /
17 \

Naco.inm ,»-(. Notch(rccgtor)

5 .d

Figura 5.4: Rede intracelular expandida do sistema Delta-Notch

O procedimento ReversoLocal computou uma dinâmica com um total de 1162261467

estados, sendo identificadas 44 bacias de atração com atratores que imprimem expressão

constitutiva para No1ch e Z)Á, a6 quais somam 129140163 estados. Os atratores dessas

bacias podem ser vistos no Apêndice B.

Algumas dm medidas da dinâmica de uma rede intracelular incluem o número de

atratores, o tamanho dos períodos atratores, o tamanho das bacias (número total de

estados) e a altura das árvores transientes. Uma boa e simples medida da convergência

do fluxo dinâmico no espaço de estado é a densidade G, que é a fiação de estados que

são do tipo jardim do éden, sendo que alta convergência indica dinâmica de regime

ordenado e baixa convergência indica regime caótico (WUENSCHE, 1998a). No Apêndice C

apresentamos algumas destas medidas para o caso da dinâmica intracelular do sistema

Delta-Notch.

Com relação à simulação do processo de padronização, primeiramente tomamos o
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seguinte atrator local

que representa o estado da rede neurogênica nas condições iniciais. Com ele realizamos a

primeira padronização da região neurogênica. Para isso, aplicarmos o método de montagem

do atrator global por expansão aritmética e geométrica (fazendo dez execuções para cada),

sendo que em ambos os casos o padrão celular obtido foi o mesmo adorado para a região

neurogênica nas condições iniciais (Seção 5.3.3.1) com 100% de cobertura do reticulado

nos dois casos.

Em seguida, tomamos o seguinte par de atratores locais da rede expandida

O primeiro atrator corresponde ao padrão de atividade dos neuroblastos e o segundo ao

padrão dos epidennoblastos, corno encontrado na Seção 5.3.3.1. Aqui também simulamos

o processo de padronização por montagem de atratores globais via expansão aritmética

e geométrica, com dez execuções para cada caso. Nas dez execuções usando expansão

aritmética, obtivemos cobertura de 100%o do reticulado em seis delas e média de 99,4%

nas demais, sendo que nas áreas cobertas (nas dez execuções) o padrão celular obser-

vado foi de 33% de neuroblastos segregados (todos eles não vizinhos entre si) e 67% de

epidermoblastos. Nas dez execuções usando expansão geométrica obtivemos cobertura

de 100%o do reticulado em três dela e média de 98,6%o nm demais, sendo que nds áreas

cobertas o padrão celular observado também foi de 33% de neuroblastos segregados e 67%

de epidermoblastos nas dez execuções.

Enl outro experimento, testamos a geração de padrões em presença de três atratores

locais da rede expandida:

Estes atratores correspondem aos padrões de expressão da rede neurogênica para três tipos

celulares: célula bipotentes, neuroblastos e epidermoblastos. Aqui também aplicamos os

18 17 16 15 14 13 12 11 10 9 8 7 6 5 ! 3 2 l 0

l l l l l l l l l l l l l l L l l l l

18 17 16 15 14 13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 l 0

0 l l 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 0 0 0 0 0 0

2 l l l l 0 0 0 0 0 0 0 0 2 l 2 2 2 2

18 17 16 15 14 13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 l 0

l l l l l l l l l l l l l l l l l l l

0 l l 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 0 0 0 0 0 0

] l l l l 0 0 0 0 0 0 0 0 2 l 2 2 2 2
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métodos de montagem de atratores globais por expansão aritmética e geométrica com

10 execuções cada. No caso de expansão aritmética, obtivemos 100% de cobertura do

reticulado ern sete das execuções e média de 99,5% nas demais, sendo que nas áreas

cobertas os padrões celulares observados foram de 46% de células bipotentes, 18,5% de

neuroblastos e 35,5% de epidermoblastos em média. No caso de expansão geométrica,

obtivemos 100% de cobertura do reticulado em três das execuções e média de 97,9% nas

demais, sendo que nas áreas cobertas os padrões celulares observados foram praticamente

os mesmos: 46% de células bipotentes, 17,5% de neuroblastos e 34,5% de epidermoblmtos

em média.

5.3.4 Discussão

Verificamos bons índices (em média 99,7%) de cobertura do reticulado nos padrões

obtidos nas simulações regressivas. Isso nos diz que, de modo geral, o método fornece boas

aproximações para os atratores globais do modelo. Contudo, é bom lembrar que os padrões

identificados pelo método e que não cobrem o reticulado totalmente não representam uma

solução do [)roblema do ponto de vista matemático, pois eles não correspondem a atratores

globais genuínos. Por outro lado, cabe ressaltar que do ponto de vista do significado

biológico isto pode não ser tão relevante, visto que podem existir algumas células, em

especial aquelas localizadas na borda da região neurogênica, cujos padrões de expressão

não se enquadram perfeitamente dentro daqueles previstos para os tipos celulares em

questão.

Em alguns dos padrões (dois casos) obtidos através de montagem por expansão arit-

mética e que não cobriram 100% do reticulado, observamos que as células cobertas não

corresponderam a um conjunto convexo. Isso deriva da seqüência de escolhas aleatórias

das posições da BORDA nas quais os clusters sintõnicos são encaixados (linha 7 do Proce-

dimento 4, página 73). Talvez isso não seja uma propriedade desejável para o método,

então como alternativa implementamos uma variante do Procedimento 4 onde as posições

da BORDA nas quais os c/uslel$ sintõnicos são encaixados não são sorteadas, mas sim

escolhidas linearmente no reticulado.

Os padrões celulares obtidos com as simulações realizadas são compatíveis com os

resultados esperados, visto que reproduziram características já bem estabelecidas e do-

cumentadas dos padrões em questão, tal como número de neuroblastos variando entre

15% c 33% das células da região neurogência e ocorrência de inibição lateral. Isso sugere
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que o modelo atingiu um bom nível de consistência, entretanto, acreditamos que novos

refinamentos e ajustes precisam ser feitos com base nos demais atratores locais que não

foram considerados nas simulações regressivas que foram realizadas.



Capítulo 6

Conclusões

Possuir uma estrutura semelhante à dos modelos normalmente utilizados pela comu-

nidade de biólogos, característica desejável em um bom modelo para SSJ, toi perseguida

em J-Sg/sfems através da organização que adoramos para o metamodelo. Esperamos que

a estrutura do reticulado (onde cada célula é uma entidade autónoma com os mesmos

componentes) representante os tecidos, o agrupamento das variáveis de estado em intra-

celulares e de membrana e as restrições impostas nas regras de transição (distingüindo

a representação dos eventos que ocorrem na membrana daqueles que ocorrem no meio

intracelular), possam ter oferecido a semelhança que almqjamos.

Os modelos formais para sistemas de sinalização justácrina até então desenvolvidos

são modelos focados nos eventos de acoplamento entre ligantes e receptores que ocorrem

nas membranas das células que estão em processo de comunicação. Isso porque eles "en-

capsulam'' a atividade e as interações entre as diversas espécies moleculares intracelulares

envolvidas crn funções de retroalimentação, cujos parâmetros são basicamente a quanti-

dade de complexos ligante/receptor formados na membrana. Ou seja, são modelos que não

tratam explicitamente a participação dos diversos componentes intracelulares envolvidos

no processo de sinalização justácrina, em especial aqueles relacionados aos mecanismos

de regulação gênica.

Os J-Sysfems são capazes dc representar a participação dos componentes intracelulares

mencionados acima, o que estende o poder de representação dos modelos anuais para

sinalização justácrina, no sentido de permitir a representação mais detalhada das diversas

estruturas (de membrana e intracelulares) e interações presentes nas vias de sinalização,

em especial aquelas relacionadas aos processos de regulação gênica envolvidos na formação

de padrões moduladas por interações justácrinas.
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A capacidade de operar com diferentes escalas de tempo, outra característica desejável

em um bom modelo para SSJ, é garantida em J-Sg/sterrzs através da construção de ciclos

de atraso ("delays") que são modelados nas memórias do sistema. Para isso, é preciso

definir, para o específico modelo em questão, sua unidade de tempo, que corresponde a

um passo de tempo discreto. Esta unidade pode ser definida como sendo, por exemplo,

o intervalo de tempo do mais rápido evento molecular considerado. A "quantidade de

tempo" dos demais eventos considerados será sempre proporcional (maior ou igual) à

unidade estabelecida.

Bons modelos de sinalização justácrina devem ser capazes de tratar a distribuição não

homogênea de ligantes e receptores nas membranas, pois ela influi em eventos de pola-

rização como, por exemplo, em polarização dorsoventral em olhos de l)rosopãáZa (BRAY,

2000). Nesse sentido, a divisão da membrana em segmentos (faces) adorada em J-S#sÉems

é importante para permitir a representação do acúmulo localizado de proteínas, o que pode

ocorrer por síntese localizada, transporte ativo de reservatórios intracelulares e degradação

seletiva (STRUrT, 2002).

A representação das interações moleculares em SSJ através de RDDs interconectadas

fornece aos J-Sg/stems urn modelo do tipo "entrada e saída'' que pennite a representação

modular de SSJ com relativa facilidade. Além disso, técnicas e métodos de análise de

resposta modular (BRUGGERMAN et al., 2002) podem ser adaptadas a fim de obter re-

presentações reduzidas e modulares de redes intracelulares em J-S#sÉems. Isso o torna

capaz de comportar/suportar diferentes modelos, com diferentes "granulosidades", para

um mesmo sistema de sinalização.

Os J-S#sÉems podem "emular" outros modelos formais de sinalização justácrina, desde

que esses sejam originalmente concebidos com o tempo e o espaço discretos ou que possam

ser convertidos para uma aproximação discreta. Sabemos que alguns métodos numéri-

cos de resolução de equações diferenciais correspondem a conversões deste tipo; além

disso, muitos sistemas de equações diferenciais podem ser aproximados por uni sistema

de equações de diferenças (MONTnIRO, 2002), daí concluímos que os J-SysÉerns podem ser

aplicados na emulação de unia ampla gama de modelos, o que reforça sua generalidade.

De6ciências naturais dos J-SZ/slents são aquelas relacionadas à rnodelageni discreta.

Além disso, a suposição de que as regras de transição nas diferentes células do reticulado

são aplicadas de forma síncrona pode ser considerada uma restrição por demais simplifi-

cadora.
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Desenvolvemos um método para identificação de padrões celulares modulados por

interações moleculares justácrinas e intracelulares através da computação de atratores

globais em J-Sg/sÍems. Para isso, estendemos a interpretação de (lue tipos celulares

correspondem a bacias de atração (KAUFFMAN, 19931 WUENSCnE, 1998b, 2004) de SDFs,

de modo a conceber os padrões celulares como bacias de atração global ern J-Sg/sterns que

são SDFs.

Um algoritmo enuinerativo para computação de atratores globais em J-Sg/sferris é

impraticável mesmo para instâncias de J-Systems muito pequena, pois seu espaço de

estados contém (GjlÇllnl estados, onde l(GI denota o domínio das variávies de estado, lçl

denota o número de variáveis de estado do modelo e 7Z denota o número de células do

reticulado. O método que desenvolvemos explora algumas propriedades que caracterizam

os J-Sg/stems como, por exemplo, a replicação das redes intracelulares e de membrana

nas células do reticulado e a possibilidade de representação compacta das funções de

vizinhança e membrana, de modo a tornar o método viável para uma gama de modelos

significamente inalar.

Desenvolvemos um sotwa7e, o JSS, cujo propósito é facilitar a construção, simulação,

análise e refinamento de modelos em J-S#slems. Ele integra recursos como uma interface

de modelagem, um simulador de modelos em J, uma implerlientação do método para

computação de padrões celulares e um ambiente para visualização e análise de simulações

e resultados.

Construímos um novo modelo de três níveis em J para a padronização de precursores

neuronais em D. meZanogasÉer. Com ele reproduzimos {n sá/íco os mais bem estabelecidos e

documentados experimentou envolvendo os elementos moleculares chave do sistema Delta-

Notch, em especial o nocaute e a supcrexpressão de ac, sc e Notch. Essas simulações

permitiram a identificação, segundo esse modelo, dos padrões de expressão/atividadc de

todos os componentes moleculares constituintes da rede neurogênica canónica para os três

tipos celulares presentes no processo: células bipotentes, neuroblastos e epiderrnoblastos.

Além disso, aplicamos o método de identificação de padrões celulares por cálculo de bacias

de atração em J-$gsfems neste modelo, sendo que os padrões celulares obtidos foram

compatíveis com os resultados esperados, visto que reproduziram características já bem

estabelecidas e documentadas dos padrões em questão, tal como número de neuroblastos

variando entre 15% e 33% das células da região neurogência e ocorrência de inibição
lateral.
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Esses resultados sugerem não apenas que o modelo para a padronização de precursores

neuronais atingiu um bom nível de consistência, corno sugere também a validade dos J-

Sg/slerrts como ferramenta de modelagem de sistemas de sinalização justácrina e a validade

do método de identi6cação de padrões celulares via o cálculo de atratores globais em J-

SUSteTTLS.

Com relação a perspectivas e possíveis trabalhos que podem ser desenvolvidos a partir

do que já foi apresentado, vemos que há várias possibilidades, dentre as quais podemos

citar:

l Um primeiro trabalho, que quase naturalmente daria seguimento a este, seria unl

estudo de experimentação intensiva do modelo proposto (ou de uma extensão dele)

para segregação de neuroblmtos a fim de explorar as propriedades da rede neuro-

gência em presença de sinais justácrinos. Embora os mecanismos e elementos par-

ticipantes desse processo sejam bem estabelecidos, acreditamos que novas hipóteses

possam levam,idas mediante a flutuação no nível de atividade de componentes ainda

não avaliados experimentalmente.

2 Uma outra possibilidade bmtante natural, seria a aplicação dos J-Sg/sÉems na mode-

lagem e análise de outros sistemas de sinalização justácrina em outros eventos bioló-

gicos como, por exemplo, na geração de polaridade planar em ommatídias (BRAY,

2000) . Isso serviria para reforçar a validade e a generalidade dos J-Systerns.

As simulações mostraram que, apesar do procedimento de cálculo de c/uslers sintõ-

nicos por partes (Seção 3.6.4.1) mostrar-se bem mais rápido do que o procedimento

enumerativo (Procedimento 3, página 65), ainda assim seu desempenho não é prático

para conjuntos de atratores grandes (IAI > 6) em modelos com reticulados hexago-

nais, como comentámos na Seção 3.8. Isso sugere que a rotação de rrzÍcroc/usters

e c/usters pré-sintânicos na árvore de possibilidades deve ser explorada como uma

alternativa de melhoria de desempenho. Sugere também que o desenvolvimento de

um método estatístico para a identificação de clusters sintõnicos ê uma alternativa

importante que deve ser desenvolvida. Este método estatístico poderia explorar al-

guns dados do campo atrator local, por exemplo, o tamanho relativo das bacias de

atração poderia ser utilizado para estimar uma distribuição de probabilidades no

conjunto dos atratores locais.

3

4. Uma possibilidade bmtante interessante diz respeito à relação entre J-Sg/stems e o

formalismo proposto por Thornas (TnOMAS, 1991), costumeiraniente referido como
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Redes Lógicas Generalizadas, que permite a modelagem de redes de regulação onde

transições de estados são aplicadas assincronamente. Se fosse possível mapear m

redes locais dos J-Sg/sfemts no formalismo de Thomas, então seria possível usar os

conceitos de laços de retroalimentação e estados característicos (SNoussl; TRAMAS,

1993, 1995) para predizer propriedades e caracterísiticm da dinâ,mica intracelular

dos J-SZ/sferns, e, a partir delas, estudar a relação entre dinâmica local e global

em J-SysÉems. Estudo similar poderia também ser feito envolvendo os formalis-

mos conhecidos como gratos regulatórios e gratos dinâmicos (REMY et al., 2003;

CnAOUIYA et al., 2003) e os J-SZ/8lems.

5. Com relação ao so#ware JSS, embora ele esteja funcional, alguns ajustes de interface

ainda são necessários antes de sua disponibilização. Além disso, precisamos também

elas)orar os manuais de desenvolvedoi e de usuário.

Por íim, podemos resumir as principais contribuições deste trabalho em três itens: a)

o desenvolvimento de um Jfametoork de modelagem discreta de sistemas de sinalização

justácrina (os J-Systems) que contempla algumas características desejáveis, tais como: l)

sirnilaridade estrutural corri modelos biológicos normalmente utilizados, 2) capacidade de

representação modular de sistemas de sinalização, 3) capacidade de operar em diferentes

escalas de tempo e 4) capacidade de tratar explicitamente tanto os eventos e elementos

moleculares que ocorrem na membrana, quanto aqueles que ocorrem no meio intracelular

e que estão envolvidos no processo de sinalização justácrina ; b) o desenvolvimento de

um método para identificação de padrões celulares modulados por interações justácrinm

através do cálculo de atratores em J-Systems e c) o desenvolvimento de um novo modelo de

três níveis para padronização de neuroblastos em Z). me/anogaster, que pode futuramente

ser utilizado pala levantamento de novas hipóteses acerca do papel dos componentes da

rede neurogênica nesse processo.
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Apêndice A

Representação dos Componentes

Moleculares da Rede Neurogênica
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Note/z entra = 0/1/2 denota que Notch (domínio intracelular) está em nível de

atividade baixo/padrão/alto.

SU.27Notch nora = 0/1/2 denota que o complexo proteico SU(H)/Notch nora

está em nível de atividade baixo/padrão/alto.

espJ = 0/1/2 denota que o gene e(spl) está em nível de atividade baixo/padrão/alto.

ESPZ., = 0/1/2 denota que a proteína E(SPL) está em nível de atividade baixo/padrão/alto

ac = 0/1/2 denota que o gene ac está em nível de atividade baixo/padrão/alto.

sc :: 0/1/2 denota que o gene sc está em nível de atividade baixo/padrão/alto.

.4C = 0/1/2 denota que a proteína AC está em nível de atividade baixo/padrão/alto.

SC = 0/1/2 denota que a proteína AC está em nível de atividade baixo/padrão/alto.

.4C-D.4 = 0/1/2 denota que o o complexo heterodímero AC/DA está em nível de

atividade baixo/padrão/alto.

SC'Z),'1 = 0/1/2 denota que o o complexo heterodímero SC/DA está em nível de

atividade baixo/padrão/alto.

dZ = 0/1 /2 denota que o gene para Delta está em nível de atividade baixo/padrão/altoelt 3S ive IV] r
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e Z).4 = 0/1/2 denota que o o cofator Daughterless (DA) está em nível de atividade

baixo/padrão/alto.

e SC/H = 0/1/2 denota que o o produto gênico SU(H) está em nível de atividade

baixo/padrão/alto.

l)alta = 0/1/2 denota que a proteína Delta (ligante livre) está em nível de atividade

baixo/padrão/alto.

. Notch = 0/1/2 denota que a proteína Notch (receptor livre) está eni nível de ativi-

dade baixo/padrão/alto.

e .Notch l)Cita = 0/1/2 denota que os os complexos Notch/Delta de membrana estão

em nível de atividade baixo/padrão/alto.
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Tabela B.l Lista de atratores da rede intracelular. Nas linm estão representados os atra-
a43 e nas colunas as variáveis da rede, as quais são identificadas pelos inteirosbofes aO,ai,

18, 17,...,0
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Tabela C.l: Nm liras estão as bacias ao, ai, . . . a43 e nas colunas, da esquerda para a direita:
tamanho do período atrator, total de estados na bacia, percentagem do espaço dc estados (con-
siderando penas os estados de saída constante e com expressão de DA e Notch constitutiva)
ocupado pela bacia, número de estados que são do tipo jardim do Éden na bacia, a densidade
dos estados do tipo jardim do Éden na bacia, máximo nível (altura) nas árvores transient;es
presentes na bacia e máximo grau de incidência encontrado na bacia.

  Período Estados Espaço j. éden Densidade G Máx. Altura Máx. {Jrau Incidência
ao L 4782969 3,703703704% 4731939 0.989 r  
al l 4782969 3,703703704% 4696218 0.982 8  
a2 l 4782969 3.703703704% 4731939 0.989    
a3 l 4782969 3,703703704% 4696218 0.982    
a4 l 4608000 3,568216032% 4528560 0.983    
a5 3 L72800 0,133808101% L65647 0.959    
a6 3 2160 0.001672601% 2003 0.927 8  
a7 l 9 Ej.969171b06% 8 0.889 l  
a8 l 4608000 3.568216032% 4528560 0.983 /  
a9 3 L72800 0.133808101% L65647 0.959 r  
alo 3 2160 0.001672601y 2003 0.927 /  
ail l 9 6.969171>06% 8 U.889 L  
a12 l 4782969 3.703703704% 473L939 0.989    
a13 l 4608000 3.568216032% 4528560 0.983 r  
a14 3 L72800 o.133808101% L6564? 0.959    
a15 3 2160 0.001672601% 2003 0.927    
a16 l 9 6.969171L06% 8 0.889 l 9

a17 l 4782969 3.703703704% 4731939 0.989 r  
a18 l 4782969 3.703703704% 4731939 0.989 7  
a19 l 4782969 3.703703704% 4696218 0.982 8  
a20 l 4782969 3.703703704% 4731939 0.989    
a21 l 4782969 3.703703704% 4696218 0.982 8  
a22 L 4782969 3.703703704% 46962L8 0.982 LU  
a23 l 4782969 3.703703704% 46962L8 0.982 LU  
a24 l 4782969 3.703703704% 4731939 0.989    
a25 l 4782969 }.703703704% 4696218 0.982 LO  
a26 l 4782969 3.7o3703704% 4731939 0.989 r  
a27 ] 4761108 3.686775585% 4710572 0.989 /  
a28 2 21852 0.016921149% 21359 0.977 7  
a29 l 9 6,96917E-06% 8 0.889    
a30 l 4761108 3.686775585% 4675013 o.982 B  
a31 2 21852 O,OL6921L49% 21L97 0.97 8  
a32 L 9 6,96917E-06% 8 0.889 L y

333 l 4782969 3.703703704% 4731939 0.989 7  
a34 l 4761108 3.686775585% 4675013 0.982 8  
a35 2 21852 0.016921149% 21L97 0.97 8 324

a36 l 9 6.96917E>06% 8 0.889 l y

a3r l 4761108 3.686773Õ85% 4675013 0.982 LO  
a38 2 21852 0.016921149% 21197 0.9? 8  
a39 l 9 6.969171F06% 8 0.889 L y

a40 l 4782969 3,703703704% 4696218 0.982    
a41 l 4782969 3.703703704% 4731939 0.989    
a42 L 4782969 3,703703704% 4696218 D.982 10  
a43 l 4782969 3.703703704% 4731939 0.989    



Apêndice D

Tipos de Sinalização Celular

Em sinalização auÉócMrza, as células sinalizadores podem enviar sinais para células

do mesmo tipo, o que implica que podem enviar sinais para si mesmas. Ou seja, neste

tipo de sinalização uma célula libera moléculas sinalizadoras que podem aduar sobre os

seus próprios receptores, tornando a célula sinalizadora, ao mesmo tempo, uma célula-

alvo. Este tipo de sinalização é muito observado durante o desenvolvimento, quando, por

exemplo, uma célula assume uma via de diferenciação e secreta sinais autócrinos para

reforçar esta "decisão" de desenvolvimento.

Em sinalização parácMna, os ligantes decretados pela célula sinalizadora atuam em

células-alvo proximamente localizadas, isto é, atuani em sua vizinhança. Este comporta-

mento ocorre porque os sinais neste tipo de sinalização não difundem por grandes distân-

cias, o que é garantido por três razões: os gigantes ou são "capturados" e retidos pelas

células-alvo vizinhas, ou são rapidamente degradados por enzimas extracelulares ou são

imobilizados na matriz extracelular

Em sinalização erzdócüna, os ligantes (denominados AozvrtónÍos) são secretados pelas

células sinalizadoras (chamadas de células endócrinas), na corrente sanguínea (no caso

de animais) ou na seiva (no caso de plantas) e atingem células-alvo localizadas a grande

distância da célula sinalizadora. Este tipo de sinalização é relativamente lento, pois de-

pende dc difusão e do fluxo sanguíneo.

Em sinalização sánápÉáca os neurónios enviam impulsos elétricos (potenciais de ação)

através dos axõnios. Quando os impulsos atingem as extremidades dos axânios, estimulam

suas terminações a decretarem um sinal denominado neurotransmissor.

Junções celulares especializadas ocorrem em vários pontos do contato célula-célula e
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célula-matriz extracelular (CM) em todos os tecidos. Geralmente elas são classiâcadas

em três grupos funcionais: a) Jztrzções b/oqzéeadoras, que cuidam de selar as células unidas

numa camada epitelial; b)Jun<:ões ancoradouro, responsáveis por colectar mecanicamente

as células (e os citoesqueletos) à CM e às células adjacentes e c) Junções cama & canÉes,

responsáveis pela pesagem de sinais elétricos e químicos entre duas células adjacentes.

Uni tipo de junção comunicante que nos interessa é a chamada .junção de /erzda (do

inglês gap ju icláo-rt). Ela é encontrada em grande quantidade na maioria das espécies e

tecidos animais e é constituída de uma fenda estreita e uniforme que separa as membra-

nas próximas e justapostas de duas células adjacentes. Ela é entremeada por moléculas

proteicas formando um canal, que permite a passagem direta de íons inorgânicos e outras

pequenas moléculas (açúcares, aminoácidos, nucleotídeos e vitaminas) do citoplasma de

uma célula para o citoplasma da outra. Esta conexão direta entre os citoplasmu mopla

as células elétrica e quiniicaniente.

Na sinalização via junções de fenda as moléculas sinalizadores amuam sobre as células

adjacentes, levando a crer que estes sinais operam apenas nas células imediatamente

vizinhas. No entanto, grupos de células podem acoplar-se por junções de fenda, de modo

que os sinais podem ser propagados de célula para célula neste grupo através dos canais

desta.sjunções.


