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Vias metabdlicas sdo descritas por um conjunto de reacfes bioquimicas acopladas por
um metabdlito intermedi&io em comum. Cada uma das reacOes deste conjunto é
facilitada pela presenca de uma enzima. O estudo destes sistemas geralmente assume
gue a concentracdo de enzimas € constante e seu efeito € abstraido pela velocidade de
reacdo identificada por seu par@metro cinético correspondente. Enzimas por sua vez, séo
o resultado de uma complexa rede de interagdes biomoleculares governadas por um
conjunto de sinais que podem levar a ativagdo ou a repressdo da producdo destas
enzimas. Com o avango da biologia molecular e consegiientemente das inovagoes
tecnol 6gi cas relacionadas, a quantidade de informagdes disponivel possibilita considerar
também & redes de regulacdo gendmica que déo origem as enzimas e inclui-la na
andlise de vias metabolicas. Redes de regulagdo gendmicas demonstram um forte
carater combinatorio, enquanto que reagdes bioquimicas demonstram um carédter fluido
e continuo. Desta forma, a modelagem e andlise de vias metabdlicas reguladas
naturalmente enquadram-se sob 0 dominio de sistemas hibridos. No entanto, como uma
primeira abordagem de validacdo ou refutacdo de hipbteses sobre observactes
bioldgicas, vias metabdlicas reguladas podem ser modeladas e analisadas por métodos
formais da matemética discreta. Neste trabalho, redes de regulacdo genbmicas seréo
modeladas e andisadas pelo formalismo de grafos regulatérios e reagdes bioguimicas
por redes de Petri. Em seguida, o grafo de regulacdo sera transcrito para um modelo
equivalente em termos de redes de Petri. Finalmente, o modelo integrado da via
metabdlica com a rede de regulagdo, ambas sob o formalismo de rede de Petri, sera4
analisado. Os mecanismos de regulagdo da producdo do aminoécido aromético
triptofano pela Escherichia coli serdo utilizados para compor o0 modelo biol égico.
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Metabolic pathways can be described by a set of biochemical reactions coupled by a
common intermediate metabolite. Each one of these reactions is facilitated by the
presence of an enzyme. Biochemical reactions modeling always assume a constant
enzyme concentration, and its effect on the system is abstracted by its corresponding
kinetic parameter. Enzymes are the result of a complex biomolecular interactive
network, ruled by a set of signals, which can activate or deactivate the process of
enzyme production. Molecular biology recent discoveries and its accompanying
technological innovations produce an enormous set of molecular level information
which permits to consider the inclusion of genetic regulatory networks to the analyses
of biochemical networks. Genetic regulatory networks have a strongly combinatorial
behavior, while biochemical networks exhibits a fluid and continuous character.
Therefore, regulated biochemical networks are naturally under hybrid system domain of
modeling and analysis. However, discrete mathematical methods can be used to model
regulated metabolic pathways as a first method to validate or refuse biological
hypothesis. In this work, genetic regulatory networks will be modeled and analyzed
under the regulatory graph formalism and biochemica networks as Petri nets. In the
sequel, the logic regulatory graph will be trandated to an equivalent Petri net model.
Finaly, the model resulted from the integration of biochemical networks with the
genetic regulatory network, both in terms of Petri nets, will be analyzed. The regulatory
mechanisms of tryptophan production by Escherichia coli will be used as a biological
modd.



Sumario

LISTA DE FIGURAS ...ttt ettt st sse st n bt Xl
LISTA DE TABELAS ..ottt e XVII
CAPITULO L coooeeeeeeeeesssssssssesseeesessssssssssssssse s sssssss s 555881445 1
INTRODUGAO ...t sssssess st sssssesssssssesssssssssssssssassssssss s sss s ssssessssss s ssss s ssssssssssssesssssssnsssns 1
1.1 APRESENTAGAOD . ..ottt be bbb s bt b bbbt ss bbb bbb R bt es bbb s st et s s s bt n s bte 1
1.2. TRABALHOS CORRELATOS. ....cvtrurreresseresssesssssssssssssssssssssssssssssssessssessssessssassssassssassessssssssssssssssssssssssssssssssesns 2
L3 IMOTIVAGAOD. ..t ceereeieeeeseeeseseessssessesesstsesssesssses s sess s s ssssessssesnssesessssessnsesssssesssassssassnssnsessnsnssnsnssnsnsnsssnsesssesnns 3
1.4. OBIETIVOS DO TRABALHO ...cvrtrerrereartresstresstssstsssssssssessssessssessssssssssssssssessssssssssssssassessssessssssnsssssssssssssssssssesnns 3
L1.4.1. ODJEHVO GEIAl ...ttt et bbb et as bt a bt s st et en st s n st es 3
1.4.2. ObJELiVOS ESPECITICOS......cuueueuirrirriiereiseireisiesessess s bbb 4
1.5. ORGANIZAGAO DO TEXTO ..cueurererreresseresstresssssssssssssssssessssesssssssssssssssssssssesssssssssasssssssessssessssssnsssssssssssssssssssesns 4
CAPITULO 2 ..ot seeee e sesesssssss s s s s ssssess s s ssessssess s s ssssesssssesssssessssessssesssssessssasssssnnsses 6
FUNDAMENTACAO BIOLOGICA ......ooiveeeeereeeeeseessesseessessssesssssssssssssssssssssesssssassssssssssssssssssssssssssssssssssssnnns 6
2.1. VIA DOS AMINOACIDOS AROMATICOS.....covueeieesresessssssessssssssssssssssssessesssssssssssssssssssssassessessessssssssssssssssses 7
2.2. REGULAGAO DA BIOSSINTESE DE TRIPTOFANO.......ccvuierieeesesssssssssessesssssssssssssssssssssssssessessesssssssssssssssssnes 9
2.2.1. ViaMetabolica Para 0 TriptOfan0 ...t ssssssssssssssesens
2.2.2. O Operon do Triptofan0.........cccccrreceerneneeeseseee s sessesnns
2.2.3. REPresSa0 da TraNSCIIGAO . .....ceuiereierereereseeseseeseseesr s es e s enaes
2.2.4. AteNUAGAOD 0 TFANSCIIGAD........cueurerereeereersereresssssessesessssssesessssssesesssssessssssssssssssssssssssssssessessssssssenssnsess
2.2.5. Inibicdo por ProdutO FiNal da Via.......cccccccenneceeescsie s sessss s ssssssssssssssssssens
2.3 RESUMO ...ttt bt tssisssssss sttt ettt 15
CAPITULO 3 oooeeeeeeessssssssseeeeeessessssssssss s s88 821114488 17
FUNDAMENTOS DE REDES DE PETRI ..oviniririniniiesissississesessssssss s s sssssssssssssssssssssssssssssssssens 17

3.1. PRINCIPIOS DE REDES DE PETRI

00 00 I 5 11 1 ' F= T 1= T

T 2 B <o) =S = Yoz Lo € {1 o= VOO

3.1.3. Representacao Algébrica

3.1.4. MALriZES A INCIABNCIA...cevvueeeeeereerereereeise et esee ettt se e s e se s s b et esnes
3.2. REGRAS DE OCORRENCIA ....cuttuteeresesessesessesessssessssessesssssssssessssssssassssassssssssssssssssssssssssssssssesssessssessssessssaces 23

B 302t N |V = U o o T JE 24

3.2.2. Conjunto de AlCaNGaDIH lIAATE. ..o 25

3.2.3. EQUAGOES 0 ESLAUO. .......cecreeerieeriericereeisei ettt 26

32,4, LOCAITTAAR........eeeeeereetee ettt 27

viii



3.2.5. Concorréncia
3.2.6. Conflito........

3.2 7. CONTUSAD....e ettt bttt b bbb E b se bbbt b ettt sttt
3.3. REFINAMENTO E COMPOSIGAO. ....tueeetrectenserensereasesessessesessesessisesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessssessssassssaces 28
3.3.1. BOrda de UM CONJUNLO.........ccccucierriisietrecste st see st s s st s s s s s ssss s s st ssssssssesssssnsens 28
3.3.2. ADSEIAGEO SIMPIES......cecriecrieeirceee st 28
3133 ADSEIAGEO. ... ettt R 29
TR T Y o1 = o= Lo s 1 - T 30
3.4. PROPRIEDADES DAS REDESDE PETRI ....cutuiutiuiieeeteeetesessesess s sees s ssssssssssesssssss s sessssesssssssssssssssees 31
3.4.1. Propriedades COMPOrtaMENTAIS.........c.ovueererieeerieeeiressiseersese e sssses e ssse s sesessesssaees 31
3.4.1.1. Alcancabilidade (reaCh@ability) .......cccveeieiiieiieei et enan 31
3.4.0.2. Graf0oS dE CODEBITUIA........cueuieiieieire etttk ettt
3.4.1.3. VIVaCidade (IIVENESS) ..ottt sttt b e s bese b e e e se b esesse s etesaenennan
3.4.1.4. Limitabilidade (Boundedness)
3.4.1.5. Reversibilidade (REVErSIDIIITY)........ooveuiireiee s 36
3.4.1.6. ConfOrmidade (FAITNESS) ......covvvrvereireereiiiri etttk ettt n e
3.4.2. Propriedades Estruturais.......
3.4.2.1. Limitabilidade Estrutural
34.2.2. INVATANCIATE LUGAN ......cveiveeiitiieie ettt sttt ettt e e b e b e b e e ese s b ese s b e s ebesbesesrensesessenearan
34.2.3. INVATANCIATE TrANSIGOES .. .c.evveteireeieieerirteie sttt ettt bbbttt bbbt et b s 38
L5, ANALISE ..ottt ettt si et et eb e bbb R AR bbb 39
3.5.1. MELOAOS AE ENUITIEN QGA0........cueeriereirereereireisetseisebseisessessessessese e sttt
3.5.2. Andlise por Transformagao.......
3.5.3. Métodos de Andlise Estrutural
3.8, RESUMO....cuuiuieieeeretisessiseastsess bbbt bbb s s bbb bbb bbbt bbb 40
CAPITULO 4 ..ottt s s s sttt 42
REDES DE PETRI E REACOESBIOQUIMICAS .....rrrveeeeeeemissssssessesssssssssssssssssssssssssssssssnsssssssssees 42
4.1, SISTEMAS BIOQUIMICOS.......cuietreueireaeereaseseiseseisessesessisesstsesssessssesssssss s ssess st sssssssssessssessssesssssssssssssssssssssans 43
4.2. MODELAGEM EM TERMOS DE REDESDE PETRI.....cucuriutriuireeeireisiseisesesseessess e sssss s sssssssssesssens 14
4.2.1. Modelo da Oxidagao dO CarboN0 ... 44
4.2.2. MOUEIO BASICO .....cuuveeiiericireiree ettt bbb bbbt 45
4.3. CRITERIOS DE VALIDAGAO . ....cooutrierereireeeiseesetsetsstsessetessessessssssssssssssssssssstsstessessessessssssssssssssssssssssassessessessesans 46

4.3.1. Modelo llimitado
4.3.2. Modelo Limitado
R TR T 1Y (a0 [ Ko X1 1Y 1 (SR

A2 ANALISE ...ooeveeeeeeeeeueeseesee ettt sttt eese s b bbb bbb bbbt 49

4.4.1. Analise COMPOTAMENTAL........civieeeerecce et e ae st s s s ae s s
4.4.1.1. Grafo de Alcangabilidade.....
4.4.2. Andlise Estrutural ...................
4.4.2.1. Invariantes de Transi¢&o......
4422 INVATANIES AE LUGAN ... .cueeeereiieiteteesis ettt ettt bbbt




REDES DE REGULAGAQO GENICA ....oocoereeereeeseeeesseesessssssessssessssssssssssssssssssssssssssssssasssssssesssssssssnsssens 55

5.1. GRAFOS DE REGULAGAOD......cceietetreeestetetse ettt sss st ss s s sss st sss st bss s s s sssasssbessssssstetasnssssesssnsastasas 56

511, FUNGEOD LOGICA ....ucuueuerereereisetsetsetseeseesessessese et bbbttt s bbb
5.1.2. Estado L6gico Estavel

5.1.3. Sequiéncias Temporais de Estados Logicos
5.1.4. DEfiNiGEO0 GENEIAlIZAUA........c. ettt
5.1.5. REPreSENtACAO GrafiCal.......ccurvereerierierireieeeire ettt sttt sttt
5.1.6. DINAMICA O SISLEIMIA ......cuvieiieeereesicereei sttt et

5.1.6.1. DiNAMICA SINCIONA .....ecveiueeuritierietiete et ete et et etestestestestestessesseeseessesesseasesbeabesbesssessessessassestestestessesseans
5.1.6.2. DiNAMICA ASSINCIONG .....cuveviririeriireere et eseeeetestestestesbestessesseeseesessessessessessessesssessessessessestestessessessenns

5.2. TRANSPOSICAO PARA REDES DE REGULAGAQ..........occietitieieseseese st besssssesssssssessssssssessssssssesssssassesns 65

5.2.1. Regulagéo do Nodo a
5.2.2. Regulacdo do Nodo b
5.2.3. Regulagéo do Nodo ¢

5.2.4. Andlise da Rede de REQUIAGCED ..ottt et 69
LT T 1 U1 TP 70
CAPITULO B oottt ssssess e s s ss s s ss s s s s ssssesssssessssessssesssssssssssnsssssesssssesssnnees 72
MATERIAIS E METODOS .....oooeeeeeeeeeteeseteessseesssssessssessssesssssss s s ssssesssssssssssesssssesssssesssssssssssssssssssssnne 72
6.1. AMBIENTES COMPUTACIONAIS ... .cuetteretessereseesessesessesessessesesssessssassssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessssessssessssaces 72
6.1.1. O Ambiente ComputaciONal GINSIML........ccccvrierrire e s s s saeses 73
6.1.1.1. Especificando um Grafo de REGUIBCED ........ccovvureeieririeieeirieiee st seenenas 73
6.1.1.2. SIMUIACAD € ANAIISE.....eeiteueeieteiei ettt e st se e e s ese e seetenesesseseseneseesenenessesenesensesnnen 74
B.1.1.3. A ANAISE UE Graf0S.....eeeeeueeereeienireeteteesistee s ae e s te e et tese e seesese e seetenesesseseseneseesesenessesenesessesnnen 76
6.1.2. O Editor de Redes de PELri SNOO0PY......ccccceiiiricteeee ettt ssss e sss st sss st sssssssssssssssssens 76
6.1.3. O Ambiente ComPULACIONAI TNA ...t 77
CAPITULO 7 oot eeessaeessssessssses s sssses s sssssses s ssss s esssssesssssesssssesssssssssssesssssssssans s ssnsesssnnees 79
RESUL TADOS E DISCUSSAQ ...oomrveeeerreessessessssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssesees 79
7.1. MODELO BIOLOGICODE REGULAGAO DO TRIPTOFANO .....cutueetreetreasessesessesesesessssessssesssssssssssssssssssssnees 80
7.2. GRAFO DE REGULAGAO DA BIOSSINTESE DE TRIPTOFANO ......cucureutreeereesereesesesessssessssessssssssssssssssssssseces 82
72 W @ 1Y, oo U=t o T oo [ olo 5T 82
220 5 TR © 1\ [ (o I o IO 83
5 2 © 1\ Lo To 0 I I o ST S 83
0 e T @ B Lo o (o I N o] = SOV 84
7.2.2. InteracOes € ESPaGo de EStAdOS. .......ocvueeerieeriicetieeeisee st sse e sssens 84
G T A 0 = 1T Y €1 oo | 85
7.2.3.1. Triptofano EXtErN0 NO NIVEl BAIXO ......ccuciiieiiiiieiiieiseseeti ettt saeneenan 86
7.2.3.2. Triptofano EXterno N0 NIVEl MEAIO............cciiiieiiciseecc et 86
7.2.3.3. Triptofano EXtErN0 NO NIVEl AlLO.......cociiieieeiei ettt enan 87
7.2.4. An&lise dos CirCuitoS de REGUIAGCED..........cviururieeeiieeeereeisee ettt ssse s ssaes 88
I N (= 41U o= o OSSOSO PO 88
7.2.4.2. 1NiDIGA0 POr PrOUULO........cueuieieieieireeieiees ettt ettt se st bese e st s e se et et e e nensesenes 89

7.2.4.3. Repressdo da Transcrigéo....

7.2.4.4. REPIESSA0 A PEIMNEASE ......cueiviuietiiteie ettt ettt st sttt e et et s e st e e et e e e be s b esesbe e esesbesesrensesesseneeran



7.3. REDE DE REGULAGAO DA BIOSSINTESE DO TRIPTOFANO.......cuttrierereenesesesseesssasssssssssssssssssssssessssssssesns 91

7.3.1.1. REGUIAGED 1O TIP c.euvviuiertereerieietee ettt es et ss bbbttt b e e bbb st ne bt e s bt e nenens 91

7.3.1.2. REGUIBGED 08 TIPE.......eiiiteuiiieteiei ettt bbbttt n s 92

7.3.1.3. REGUIAGEO 0O TIPR ...ttt ettt b et b et n s 93

7.3.1.4. REAE AE REGUIBGED ...ttt bbbt b ettt n s 94

7.4. ANALISE DA VIA METABOLICA PARA O TRIPTOFAND ....uteeteeeeteeeeeeeeseeeeseseesssessssessesessessesssesssesessensssenes 9%
2 5 Y oo (= Lo T L Ty 11 = Lo [ YT 97
2 N 7= 1= =Y D107 0 o= TR 97

A A N = TS Y s = o= WO 97

T7.4.2. MOAEIO LIMITAAO ...ttt ettt be et se s sesbens st easaesnesene 99
A N 4= 1S S B IT4 = o oo PR 101

W N g = TES SN = (U100 = 101

7.5. OMODELO INTEGRADO. .....ciuiieiiitieeseeseses e ssessessessesssssessssssssssssssssssessssssssssssassessessessessessesssssssssssssssssssanees 104
7.5.1. MOAE O HIMITAAO ...ttt ettt et bbb s be s s bese s seebenenen 108
AT N 4= TS B IT = o oo O 108

T.5.1.2. ANAIISE ESITULUIAL ...ttt ettt et s e s aeesbe e ste e beesteenbeeneesasesseesreesbeesaeenbeentenn 108

ST\ [ o U= Ko TN T 011 7= T Lo 108
7.5.2.1, ANAIISE DINAMICA ...vecveeteeeiiricte ettt et e s besbe st e s be e e e e e s e s b e st e sbesbeebeessensensenbabesbesbesbesressnennenes 108

7.5.2.2. ANBIISE ESIIULUIA .....cveeveeeieictecte ettt ste s besbeebe st e e e sae b e st e sbesbesbeensensensenbabesbesbesreereesnenneses 109

T.6. RESUMO.....ociitiieetiiteiete st ste st e st e et e e b te e sbasaebe b esesbe s ese b asesbsnsebesese s b e s ebeseane et e s ebesbene et e s ebe st eneebesenesbaneebesnan 109
L@ = O 1 @ X S 111
CONCLUSOESE CONSIDERA(;OES FINALS oottt st st s sae s 111
[ = = T N OO 114

Xi



Lista de Figuras

FIGURA 1. VIA METABOLICA DOS AMINOACIDOS AROMATICOS. O CORISMATO CONSTITUI UM PONTO DE BIFURCACAO A
PARTIR DO QUAL DERIVAM A FENILALANINA, TIROSINA E TRIPTOFANO. ABREVIACOES UTILIZADAS. ANTA,
ANTRANILATO; AKG, A-CETOGLUTARATO; CDRP, 1-(0-CARBOXIFENILAMINO)-1-DEOXIRIBULOSE 5-FOSFATO;
CHA, corisMATO; DAHP, 3-DEOXI-D-AROBINO-HEPTULOSONATO 7-FOSFATO; DHQ, 3-DEIDROQUINATO; DHS, 3-
DEIDROSHIQUIMATO; EPSP, 5 ENOLPIRUVILSHIQUIMATO 3-FOSFATO; E4P, ERITROSE 4-FosFATO; GAS3P,
GLICERALDEIDO 3-FOSFATO; HPP, 4-HIDROXIFENILPIRUVATO, |3GP, INDOL 3-GLICEROLFOSFATO; IND, INDOL; L-
GLN, L-GLUTAMINA; L-GLU, L-GLUTAMATO; L-PHE, L-FENILALANINA; L-SER, L-SERINA; L-TRP, L-TRIPTOFANO; L-
TYR, L-TIROSINA; PEP, FOSFOENOLPIRUVATO; PPA, PREFENATO; PPY, FENILPIRUVATO; PRAA, FOSFORIBOSIL
ANTRANILATO; PRPP, 5-FOSFORIBOSIL-A-PIROFOSFATO; PYR, PIRUVATO; SHIK, SHIQUIMATO; S3P, SHIQUIMATO
G B 1= 1N [ SRS 8

FIGURA 2. VIA METABOLICA DE BIOSSINTESE DO TRIPTOFANO. UM CONJUNTO DE SEIS FEACOES E NECESSARIO PARA
SINTETIZAR O RIPTOFANO A PARTIR DO CORISMATO. AS DUAS PRIMEIRAS E AS DUAS ULTIMAS REACOES SAO
REVERSIVEIS. TRPE E TRPD, FORMAM UM UNICO COMPLEXO ENZIMATICO, SENDO QUE O MESMO OCORRE COM
TRPA, TRPB ETRPC E UMA ENZIMA BIFUNCIONAL ....eeiuvieiteeeittesitesssstessssessssesssesssssesssesssssssssessssessessesssessasessssens 9

FIGURA 3. OPERON DO TRIPTOFANODA ESCHERICHIA COLI. REGIAO PROMOTORA (P), REGIAO DE OPERAGAO (O), PEPTIDEO
LiDER (TRPL), GENES TRPEDCBA E PROMOTOR CONSTITU TIVO INTERNOTRPPZ. .....iiiiiiiiieesieeiese e 11

FIGURA 4. PROTEINA REPRESSORA DA TRANSCRIGCAO DO TRIPTOFANO CODIFICADA PELO GENE TRPR. O REPRESSOR
INATIVO, APOREPRESSOR, E O ATIVO QUANDO COMPLEXADO COM TRIPTOFANO, HOLOREPRESSOR. ATUA SOBRE
CINCO OPERONS. TRP, TRPR, MTR, AROH E AROL

FIGURA 5. PEPTIDEO LIDER OBTIDO A PARTIR DA TRANSCRICAO DO GENE TRPL. CONFORMACAO 1.2 PAUSA DA
POLIMERASE, 2:3 ANTITERMINAGAO E 3:4 TERMINAGAO DA TRANSCRICAO. PosiCA0 139 ATENUAGCAO DA
TRANSCRIGAO. SOBRE A REGIAO 1 EXISTEM DUAS TRIPLAS QUE CODIFICAM PARA TRIPTOFANO. ....covvisienresresseneennes 13

FIGURA 6. DESCRIGAO DO PROCESSO DE ATENUAGAO. INiCIO DA TRANSCRIGAO (PASSO 1), PAUSA DA TRADUGAO (PAsso
2), DETECCAO DE RNATR® CARREGADO PELO RIBOSSOMO, TERMINAGAO COM LIBERACAO DO RIBOSSOMO E
POLIMERASE, ANTITERMINAGAO COM PRODUGAO DO TRANSCRITOTRPEDCBA. ......oooiticeeecececee e 14

Xii



FIGURA 7. INIBICAO RETROATIVA DA ENZIMA ANTRANILATO SINTASE, TRPE, PELO PRODUTO FINAL DA VIA, O TRIPTOFANO.

............................................................................................................................................................................. 15
FIGURA 8. ELEMENTOS EM UM GRAFO : NODOS OU VERTICES (A), NODOS E ARESTAS DE UM GRAFO NAO ORIENTADO (B),
NODOS ORDENADOS EM UM GRAFO ORIENTADO (C)tuvutuvutrearessestiseeseseesessessesssssssssssssessssesssssesssssssssssnssesnssenns 18

FIGURA 9. M ULTIPLICIDADE : MULTIPLICIDADE ENTRE OS NODOS NL E N2 CARACTERIZANDO UM MJULTIGRAFO NAO
ORIENTADO (A); M ULTIPLICIDADE ENTRE OS NODOS NL E N2 EM W MULLTIGRAFO ORIENTADO (B); NAO
CARACTERIZA UM MULTIGRAFO, POIS AS ARESTAS PARALELAS ENTRE OS NODOS N1 E N2 POSSUEM ORIENTAGAO
DIFERENTES (C). «1tutteututrsesestesteseuesessesestasssesestsssseseaessesesesessasesensssasesensssesesestssssesensasesesenssesesesssesesensssesenesssesesenens 18

FIGURA 10. GRAFO BIPARTIDO : N; CARACTERIZA UM TIPO DE VERTICE (A) E, Np CARACTERIZA UM SEGUNDO TIPO 5 (B); UM
GRAFO BIPARTIDO ORIENTADO (C), ONDE ARESTAS INTERCONECTAM UM CONJUNTO DE VERTICES AO OUTRO E
NUNCA A UM MESMO CONJUNTO. 1..cuvrrisiiseresisessesisssessesesesssae st se b ss bt ss st sa st e bbbt sa bt sa bbb 19

FIGURA 11. REPRESENTAGAO GRAFICA DE REDES DE PETRI. CiRCULOS REPRESENTAM LUGARES, RETANGULOS
REPRESENTAM TRANSICOES. ARESTAS ORIENTADAS DESIGNAM A ORDEM DE OCORRENCIA. NUMEROS ASSOCIADOS
ASARESTASINDICAM SUA MULTIPLICIDADE. MARCAS CIRCUNSCRITASAOS LUGARES REPRESENTAM A PRESENGA DE
RECURSOS, DENOMINADAS DE TOKENS OU FICHAS. 1.vtttrutrueestetestessessessessessesssessessassessessessessessessessssssessessessessessessens 20

FIGURA 12. REDE DE PETRI ONDE AS TRANSIGOES T, E T3 SERIAM CONCORRENTES NAO FOSSE A PRESENGA DO LUGAR Pg,
COMPARTILHADO ENTRE ESTAS DUAS TRANSICOES, CARACTERIZANDO UMA SITUAGAO QUE COMBINA OS EFEITOS DE
CONCORRENCIA E CONFLITO, DENOMINADA DE CONFU SAO. ....utiiirieiiiie ettt esireesiteesseesssseesiseesneesssneesnnessnesssnsessnnees 22

FIGURA 13. SEQUENCIA DE OCORRENCIAS, OU DE DISPAROS. PRIMEIRAMENTE A TRANSGAO T ESTA HABILITADA A
DISPARAR. APOs 0 DIsPARO DE T, S ; =L LT, ou S, =t Lt,t,, £ umA DAS sEQUENCIA DE OCORRENCIAS
PARA ESTA REDE 1.uutetteteettesseesseeseasessssessesssessseesssesseesssansessesnseassssssessessssesseesseesseessemseesesssanssssssssessesssesssenssennses 23
FIGURA 14. TECNICAS DE ABSTRAGAO. EM A) A ReDE N =(P,T,F) com DUAS REGIOES A SEREM ABSTRAIDAS E

SUBSTITUIDAS POR LUGARES, Y1 E Y, POR Py E Pyy, RESPECTIVAMENTE. Em B) N[Y]=(HAY],T[Y],F[Y]) ¢
UMA ABSTRAGAO OU REANAMENTO DA REDEN. A REGIAO Y; E UMA ABSTRAGAO (LUGAR)-ESTRITA . c.ecvvreeeenenes 29

FIGURA 15. GRAFO DE ALCANGABILIDADE. O SISTEMA DE REDE S = < N,m0> E LIMITADO E ADMITE UM GRAFO DE

ALCANGABILIDADE RG(S) QUANDO VERIFICADO PELO ALGORITMO4. L. ..ooiiiiiiiic e 32

FIGURA 16. ARVORE DE COBERTURA. DADO O SISTEMA DE REDE S = < N,mo) EM A) OBTEM-SE A ARVORE DE
COBERTURA EM B) PELA APLICAGAO DO ALGORITMO 4.2, 0 QUAL TEM SAIDA O GRAFO DE COBERTURA DADO EM C).

FIGURA 17.M APEAMENTO DE REAGAO BIOQUIMICA EM (A) PARA A REDE DE PETRI EQUIVALENTE EM (B) E A MATRIZ DE
INCIDENCIA DO SISTEMA E DADO EM (). weuteeuerueerueseeuesteneasessesessaessessesessenessessasessansssassesesssnsesessensssansesessenssseneasene 43

FIGURA 18. MAPEAMENTO DA FORMAGAO DE COMPLEXO EM (A) PARA A REDE DE PETRI EQUIVALENTE EM (B) E A MATRIZ
DE INCIDENCIA CORRESPONDENTE EM (C)

FIGURA 19.M ODELO EM REDES DE PETRI DAS REAGOES DE OXIDAGAO DO CARBONO. EM (A) E (B) ESTAO REPRESENTADAS

ASREAGOESR; E Ry, ENQUANTO QUE EM (C) E (D) ESTAO REPRESENTADASASREAGOES Ragp ER3g. «vcveeververeruereeneruens 44
FIGURA 20. MODELO BASICO DA OXIDAGAO DO CARBONO EM TERMOS DE REDES DEPETRI. ...veccvieiiiciiiie et 45
FIGURA 21. MODELO DA OXIDAGAO DO CARBONO CONCEBIDO A PARTIR DO CRITERIOILIMITADO. ..cceeiuverueesieenreeneeenseennes 46
FIGURA 22. CALCULO DA EQUACAO GERAL DO SISTEMA DE OXIDAGCAO DO CARBONO.......cecerieerieesteeesreeeareeeesseesseesnsenans 47

FIGURA 23. INVERSA DA EQUAGAO GERAL DO SISTEMA DE OXIDAGAO DO CARBONO, Rr. A TRANSIGAO Ry E SUBSTITUIDA
PELAS TRANSIGOESRp (REPETE), R| (INICIA) E PELO LUGAR INICIO. ..vviveueitiieuesteeesessesesteseesessesessesesessessssensesessesensen 47

FIGURA 24. MODELO DA OXIDAGAO DO CARBONO LIMITADO. O FLUXO DE ENTRADA E SAIDA DO SISTEMA ESTA
SUBORDINADO A EQUAGAO GERAL DO SISTEMA, TORNANDO-O FINITO EREINICIALIZAVEL . .ccoueieiieeieeeieeeseee e 48

FIGURA 25. GRAFO DE ALCANGABILIDADE PARA O MODELO LIMITADO DA OXIDAGAO DO CARBONO. AS REAGOES Ry E Ry A
PARTIR DO ESTADOM1 ESTAO EM CONCORRENCIA DINAMICA , ENQUANTO QUE ESTASMESMAS REACOES A PARTIR DO

ESTADO M3ESTAQ EM CONFLITO DINAMICO E ESTRUTURAL....cvucuctriiniitetete st sttt ssss s s s s 50
FIGURA 26. CIRCUITO CORRESPONDENTE A INVARIANTE DE TRANSIGAO X; ={ I ,rgb} S 51
FIGURA 27. CIRCUITO CORRESPONDEN TE A INVARIANTE DE TRANSICAO X, = { Inicia, 2I’1, g, repete} ............... 51

Xiii



FIGURA 28. CIRCUITO CORRESPONDEN TE A INVARIANTE DE TRANSIGAO X4 :{inici a, 2I’2, L. repete} ............... 52

FIGURA 29. CIRCUITO CORRESPONDEN TE A INVARIANTE DE TRANSIGAO X, :{ini ci a, b, b, repete} .................... 52
FIGURA 30. CIRCUITO CORRESPONDENTE A INVARIANTE DELUGAR Y, ={4inicio,2CO,CO,2CQ0O,} ............. 53
FIGURA 31. CIRcUITO CORRESPONDENTE A INVARIANTE DELUGAR Y, ={3INiCI0, C,CO,CO,} .....ccccooovvvrirrinns 53
FIGURA 32. IDEALIZAGAO LINEAR (A); COMPORTAMENTO SIGMOIDAL RELACIONANDO A CONCENTRAGAO DO REGULA DOR

E SEU EFEITO(B); IDEALIZAGAOLOGICA, A QUAL EINFINITAMENTE NAO LINEAR. ..ecuttierteeeieseeereeseeseseesesseseeneseas 56
FIGURA 33. GRAFO DE REGULAGAO GENICA. ONDE, X, Y E Z SAO PRODUTOS DOS GENES X, Y E Z, RESPECTIVAMENT.

SETASINDICAM UMA ATI VAGAO E BARRAS UMA INIBIGAO. 1.uviiuveiieesuiesteesteesseesteesseesseessessessesssesssssssessesssesssessseenses 57
FIGURA 34. GRAFO DE TRANSICAO PARA O SISTEMA DA TABELA 4.ttt ettt eae e s e sneenneenseenneennas 60
FIGUurA 35. GRAFO DE REGULACAO. NODOS REPRESENTAM GENES, ARCOS INTERACOES. SETAS REPRESENTAM UMA ACAO

DEATIVAGAO EBARRAS INIBIGAD. vtiuteueeuretestessestessessessessassssssessessessessessesssessensessessessessessessessessssssessessessessessessenens 61
FIGURA 36. GRAFO DE TRANSICAO SINCRONA PARA O GRAFODE REGULAGAO DA FIGURA 43........c.ooceiiiecee e 64
FIGURA 37. GRAFO DE TRANSICAO ASSINCRONA PARA O GRAFO DE REGULACAODAFIGURA 35........ooiiiiciieccieecieece, 65
FIGURA 38. REDE DE REGULAGAO DO GENE Au...cvveiteeiteeiteeiteeiseeaseesessesssesssessesssssssesssssssesssessessssssesssssssssessssessesssesssesnses 67
FIGURA 39. REDE DE REGULAGAO SOBRE O GENEB. ...veeiittieiutieitieiisteessseeiisesasssessssessssssssssssssesssssssssssssssesssssssssssssssessssssans 68
FIGURA 40. REDE DE REGULAGAO DOGENE Cuuuveuvvesteesteesseesseesseeseassssesssssssessessssessessseesssensesssessesssssnssssssssssssssssesssesssesnses 69
FIGURA 41. REDE DE REGULACAO EM TERMOS DE REDES DE PETRI CORRESPONDENTE AO MODELO DA FIGURA 35........... 69
FIGURA 42. GRAFO DE ALCANGABILIDADE DA REDE DE REGULAGAO .. .ccuiitirtiriesiessenseesaesesseessessessessessessssssessessessessessessenses 70
FIGURA 51. AMBIENTE DE MODELAGEM E ANALISE DE GRAFOSREGULATORIOS. ..cuveeiteeteereereeresseseesseesseesssesseessesssesnses 74
FIGURA 52. INTERFACE DE DEFINIGAO DAS CONDIGOES INICIAIS E DE METODO DE EVOLUGAO DINAMICA . ..covvveeeeieeeenie. 75
FIGURA 53. GERACAO DO GRAFO DE TRANSICOES DE ESTADOS. ..eecuvieiutiesteeeiteeesseesaseeasssessseesssssssssessasessssesssseessseesssesans 75
FIGURA 54. IDENTIFICAGAO DE UM COMPONENTE TERMINAL FORTEMENTE CONEXO. NESTE CASO, REFERE-SE A AGAO DO

REPRESSOR TRPR, SOBRE O APORTE EXTERNO DE TRIPTOFANO PELA CELULA. «.eectteteeteeeeeeeeeesseesseesseesseessessseenses 76
FIGURA 55. AMBIENTE DE EDICAO ESIMULACAO DE REDESDE PETRI ORDINARIAS, SNOOPY . c..cveieiiiieciieciee et cree v 77

FIGURA 56. A PARTIR DA INTERFACE PRINCIPAL E POSSIVEL EDITAR, EXECUTAR, REDUZIR E ANALISAR REDES DE PTERI,
BEM COMO GERAR RELATORIOS E ARQUIVOS DE SAIDA COM RESULTADOSDE CADA ANALISE . ...cccvveiiieiieeesieeesinen e

FIGURA 57. MODULODE ANALISEDOAMBIENTE INA ... oottt et et ste e et e e e et e e sabeesteeeeaeeesareesnreeens 78

FIGURA 50. ELEMENTOS MINIMOS CONSIDERADOS PARA O MODELO DE REGULAGAO DA BIOSSINTESE DO TRIPTOFANO.
APORTE DE TRIPTOFANO EXTERNO PELA PERMEASE MTR, PRODUGAO DE TRIPTOFANO INTERNO PELA VIA DE
BIOSSINTESE (C), REGULAGAO POR: REPRESSAO DA TRANSCRIGAO GENICA (B), ATENUAGAO DA TRANSCRIGAO
GENICA EINIBIGAO RE TROATIVA (A ). 1ettutititeuerteeeteneetesueesteseeseseeeeteseeseseenesseseenessaneeseseeneesessesessesessessenessanessensesenen 80

FIGURA 51. M ODELO LOGICO DA REGULAGAO DO TRIPTOFANO. O NODO TRP REPRESENTA A CONCENTRACAO TOTAL DE
TRIPTOFANO. O NODO TRPR REPRESENTA A PRESENGA DO REPRESSOR. O NODO TRPE ABSTRAI O CONJUNTO DE
ENZIMAS DO OPERONTRPEDCBAL..........utiiitiee ettt ettt ettt et e ettt e e b e e e ba e e s aae e e beeeebeeesaseeebeeeaseeesasessnbeeeasseesnnens 82

FIGURA 52. GRAFO DE REGULAGCAO PARA A CONDICAO INICIAL 100 soB A ORDEM ENzIMA, TRIPTOFANO E REPRESSOR,
RESPECTIVAMENTE. PARA ESTA CONDIGAO INICIAL E CONSIDERADO QUE: O CONJUNTO DE ENZIMAS ESTA PRESENTE,
O TRIPTOFANO ESTA NO SEU NiVEL BAIXO, CONSEQUENTEMENTE O REPRESSOR ESTA INICIALMENTE INATIVO. ......... 86

FiGura 53. GRAFO DE TRANSCAO PARA A CONDIGAO INICIAL 110, SIGNIFICANDO : CONJUNTO DE ENZIMAS PRESENTES,
APORTE DE TRIPTOFANO EXTERNO NO NiVEL MEDIO E REPRESSOR INICIALMENTE INATIVO. ESTA CONDIGAO INICIAL
RESULTA NO ESTADO ESTAVEL D10, .....uviiiiiiiitie it esiee et et rte et eeseesteesaeesaeesbeebeeseenbeensesasesasesssesnsesteasseensensseenses 87

FIGURA 54. GRAFO DE TRANSIGAO PARA A CONDIGAO INICIAL 120, SIGNIFICANDO: CONJUNTO DE ENZIMAS PRESENTES,
TRIPTOFANO EXTERNO N O SEU NIVEL MAXIMO E O REPRESSOR INICIALMENTE INATIVO . c.cuuiiieeeeireeeesineeeeesneeee e 88

FIGURA 55. GRAFO DE TRANSIGAO PARA A CONDIGAO INICIAL 100 E O TRIPTOFANO BLOQUEADO PARA O INTERVALO [0,1],
DE MANEIRA A ISOLAR O CIRCUITO DE REGULAGAO CORRESPONDENTE AO MECANISMO DE REGULAGAO POR
ATENUAGAD . c1ttttiutieeteeessteaatesassteasseessssesaasseasssesaseesassessasesssssesssssssssessnssssssssssnsessnsssssssessnsessssssssnsessnsesssssnssssessnsenans 89

Xiv



FIGURA 56. GRAFO DE TRANSIGAO PARA A CONDIGAO INICIAL 100 E O REPRESSOR BLOQUEADO NO INTERVALO [0,0], DE
MANEIRA A ISOLAR O CIRCUITO DE REGULAGAO POR INIBICAO RETROATIVA . c.veeeteeteeteereeveeeesseesseessesssessseesseennes 89

FIGURA 57. GRAFO DE REGULAGAO PARA A CONDIGAO INICIAL 121 E O REPRESSOR BLOQUEADO PARA O INTERVALO [1,1],
DE MANEIRA A ISOLAR O CIRCUITO QUE REPRESENTE A AGAO DO REPRESSOR SOBRE A PRODUGCAO E APORTE DE
TRIPTORANO. ... tttteeeeitteeeseateeeesaasseeeeaasseeesaassesesssassseessassssessasssssessasssssesanssessessassssessassssessansessssssssesessnsseseesnssenessnns 90

FIGUrRA 58. GRAFO DE TRANSICAO PARA A CONDICAO INICIAL 021 E O CONJUNTO DE ENZIMAS BLOQUEADO PARA O
INTERVALO [0,0], DE MANEIRA A ISOLAR O CIRCUITO CORRESPONDENTE A REPRESSAO DO APORTE EXTERNO DE
TRIPTORANOD. 1ttt tutttesuteesuteaaasaeesssesssesasseessssesssesassessssessasesassessssessasessssessssesssessnsssssasessnsesssssesssessnsessssessasessnsesensns 91

FIGURA 59. REDE DE REGULAGAO DO TRIPTOFANO. AUSENCIA DE ENZIMAS E DE REPRESSAO LEVAM TRP A ZERO (A);
PRESENCA DE ENZIMASLEVAM TRPAOMAXIMO E A PRESENGA DO REPRESSOR LEVA TRP A ZERO (B)..vcveucreeenunne 92

FIGURA 60. REDE DE REGULAGAO DO CONJUNTO DE ENZIMAS TRP NOS NiVEIS 1 E 2 LEVAM A TRPE PARA ZERO (A); A
PRESENGA DO REPRESSOR LEVA A ENZIMA PARA ZERO E AUSENCIA DO REPRESSOR E DO TRIPTOFANO LEVAM TRPE
PARA O NIVEL MAXIMO . veeutteteeeeeeeesessasessessseesseesseesseesseasseessesnseasesssssssessseesseesseesseesesseessesssessssssssssessessseessenssennses 93

FIGURA 61. REDE DE REGULAGAO DO REPRESSOR TRPR. TRIPTOFANO NO NiVEL 2LEVA TRPR PARA SEU NiVEL MAXIMO E

TRIPTOFANONOSNIVEISL EQLEVAM TRPRPARA ZERO . ....ciiiiiitisiisiesiesiesieses e see e stestessessessessensessessessessesssssenses 94
FIGURA 62. REDE DE REGULAGAO DA BIOSSINTESE DO TRIPTOFANO......ecuveitvesueesseesseesseesseensesssesssesssessssssssssssssesssessseessesnses 95
FIGURA 63. GRAFO DE ALCANCABILIDADE DA REDE DE REGULAGAO DA BIOSSINTESEDO TRIPTOFANO...ccccvteeeuieecireeereenns 95
FIGURA 64. REGULAGAO DO TRIPTOFANO NO NIVEL BASAL MEDIO. c.veuviitestestesiesiessesseeaesssseessessessessessessssssessessessessessessenses 96
FIGURA 65. GRAFO DE ALCANGABILIDADE PARA O TRIPTOFANO BASAL NONIVEL MEDIO. c.veeiviererieeeesieesseesseesseesseesseennes 96

FIGURA 66. MODELO ILIMITADO DA VIA DE BIOSSINTESE DO TRIPTOFANO EM TERMOS DE REDES DE PETRI. A
CONCENTRAGAO DAS ENZIMAS E CONSIDERADA CONSTANTE. ENTRADAS E SAIDAS OBEDECEM A UM FLUXO
INFINITO.  PRINCIPAIS  ABREVIAGOES. ANTA, ANTRANILATO; CDRP, 1-(0-CARBOXIFENILAMINO)-1-
DEOXIRIBULOSE 5-FOsFATO; CHA, corisvMaTO; GA3P, GLICERALDEIDO 3-FOsFATO; |3GP, INnDOL 3-
GLICEROLFOSFATO; IND, INDOL; GLN, GLUTAMINA; GLU, GLUTAMATO; TRP, TRIPTOFANO; PPA, PREFENATO; PP,
FENILPIRUVATO; PRAA, FOSFORIBOSIL ANTRANILATO; PRPP, 5-FOSFORIBOSIL-A-PIROFOSFATO; PYR, PIRUVATO;
TRPA, TRPB, TRPC, TRPD E TRPE, CONJUNTO DE ENZIMASEXPRESSASPEL O OPERON TRPEDCBA.........c.cocveiene 98

FIGURA 67. MODELO DA VIA DE BIOSSINTESE DO TRIPTOFANO EM TERMOS DE REDES DE PETRI SOB O CRITERIO LIMITADO.
LUGARES REFERENTES AS ENZIMAS FORAM RETIRADOS TORNANDO A REDE PURA. PRINCIPAIS ABREVIAGCOES:
ANTA, ANTRANILATO; CDRP, 1-(0-CARBOXIFENILAMINO)-1-DEOXYRIBULOSE 5-FOSFATO; CHA, CORISMATO;
GA3P, GLICERALDEIDO 3-FOSFATO; I3GP, INDOL 3-GLICEROLFOSFATO; IND, INDOL; GLN, GLUTAMINA; GLU,
GLUTAMATO; TRP, TRIPTOFANO; PPA, PREFENATO; PPI, FENILPIRUVATO; PRAA, FOSFORIBOSIL ANTRANILATO;

PRPP, 5-FOSFORIBOSIL-A-PIROFOSFATO, PY R, PIRUVATO ...vtiii ittt ie e ettee e atee s s s sstae e e s sasae e s sesaaeeasesnsanessannnns 100
FIGURA 68. GRAFO DE ALCANGABILIDADE PARA O MODELO LIMITADO DA VIA DE BIOSSINTESE DO TRIPTOFANO. ........... 101
FIGURA 69. CIRCUITOS OBTIDOS PELA ANALISE INVARIANTES DE TRANSICAO DO MODELO LIMITADO. SENDO, A

INVARIANTE X1 REPRESENTADA PELA FIGURA 69A, X5 PELA 69B, X3 PELA 69C, X4 PELA 69D......cccueeeerieecieecieennee. 102
FIGURA 70. CIRCUITO OBTIDO PELA INVARIANTE DE TRANSIGAO X5 DO MODELO LIMITADO...ccuveverierieseesiessessessenenseesaens 102

FIGURA 71. CIRCUITOS CORRESPONDENTES AS INVARIANTES DE LUGARES PARA O MODELO LIMITADO DA VIA BIOSSINTESE
DO TRIPTOFANO. EM 71A TEM-SE O CIRCUITO TOTAL PARA A PRODUGAO DO GLUTAMATO, OBTIDO DA COMPOSICAO
DOS CIRCUITOS CORRESPONDENTES AS INVARIANTES DE TRANSICAO 2 E 3DA TABELA 13. OscircuITos 718, 71CE

71D FORAM OBTIDOS DA MESMA FORMA . c.veuvistestessessessessaesessesseesssssessessessssssessessessessessessssssnssnssssssssessessessessensasnsens 103
FIGURA 72. CIRCUITO CORRESPONDENTE A PRODUGAO DE TRIPTOFANO OBTIDO DA COMPOSIGAO DOS SUPORTES DE
INVARIANCIA DELUGARL, 12, 13 ETA DA TABELA L3 ... ittt s ttee s s et e e s s savae e s sesbaa e e s esnraeessannrns 104
FIGURA 73. REDE DE REGULAGAO DOAPORTE EXTERNO DE TRIPTOFANO. ..veeiteeiteeiteereeteesesseesseesseesseessessseessesssssnsesssenns 105
FIGURA 74. REDE DE REGULAGCAO DOAPORTE EXTERNO DE TRIPTOFANO NONIVEL MEDIO....uvvtieiiirreeeeiinrreeesisreeesesnneeeas 105

FIGURA 75. M ODELO INTEGRADO DA VIA DE BIOSSINTESE DO TRIPTOFANO ACOPLADA A REDE DE REGULACAO. LUGARES
DE MESMO NOME CONSTITUI UM UNICO LUGAR NA REDE. A TRANSIGAO T3 (SOMBREADO FRACO) DO GRAFO DE
REGULAGAO FOI SUBSTITUIDA PELA VIA METABOLICA. PRINCIPAIS ABREVIAGOES. ANTA, ANTRANILATO; CDRP,
1-(0-CARBOXYFENILAMINO)-1-DEOXYRIBULOSE 5-FOSFATO; CHA, corisMATO; GA3P, GLICERALDEIDO 3-
FOSFATO; |I3GP, INDOL 3-GLICEROLFOSFATO; IND, INDOL; GLN, GLUTAMINA; GLU, GLUTAMATO; TRP,
TRIPTOFANO; PPA, PREFENATO; PPI, FENILPIRUVATO; PRAA, FOSFORIBOSIL ANTRANILATO; PRPP, 5-
FOSFORIBOSIL-A-PIROFOSFATO; PYR, PIRUVATO; TRPA, TRPB, TRPC, TRPD E TRPE, CONJUNTO DE ENZIMAS
EXPRESSASPELO OPERON TRPEDCBAL. .......ttiiitii ettt ettt ettt ettt ete e st ta e e be s e ebae e baeesabesesbeeeassessnseeenneeeanneeanns 106

XV



FIGURA 76. REDE DE REGULAGAO DA BIOSSINTESE DO TRIPTOFANO SOB O CRITERIO LIMITADO. REGULAGAO DO TRP 1 (A);
REGULAGAO TRPg (B); REGULAGAO DO CONJUNTO DE ENZIMAS TRPE (C); REGULAGAO DO REPRESSOR TRPR (D).
PRINCIPAIS ABREVIAGOES. ANTA, ANTRANILATO; CDRP, 1-(0-CARBOXYFENILAMINO)-1-DEOXYRIBULOSE 5-
FOSFATO; CHA, corRIsMATO; GA 3P, GLICERALDEIDO 3-FOSFATO; | 3GP, INDOL 3-GLICEROLFOSFATO; IND, INDOL;
GLN, GLUTAMINA; GLU, GLUTAMATO; TRP, TRIPTOFANO; PPA, PREFENATO; PPI, FENILPIRUVATO; PRAA,
FOSFORIBOSIL ANTRANILATO; PRPP, 5-FOSFORIBOSIL-A-PIROFOSFATO; PYR, PIRUVATO; TRPA, TRPB, TRPC, TRPD
E TRPE, CONJUNTO DE ENZIMASEXPRESSAS PELO OPERON TRPED CBAL . ...ttt ettt 107

XVi



Lista de Tabeas

TABELA 1. M ATRIZES DE PRE-CONDIGOES, POS- CONDIGOES E DE INCID ENCIA PARA A REDE DE PETRI DA FIGURA 12........ 22

TABELA 2. ESPACO DE ESTADO DOS PRODUTOS VERSUS ESPAGO DES ESTADOSDOS GENES. ...veivvesuiesieesteesseesseesseessesssesenns 58
TABELA 3. CHAMADA PARA MUDANCA DE ESTADO INDICADA PELOSSINAIS® +7 OU " =" .. i 58
TABELA 4. ESPACO DE ESTADOS PARA O GRAFO DE REGULAGAO DA FIGURA 35....ociiiciiceecteeceece ettt 63
TABELA 5. TRANSIGOES CORRESPONDENTES AS INTERAGOESATUANTES SOBRE O NODO A. veuveviruienieieiesieseeseessessesensenns 67
TABELA 6. TRANSICOES CORRESPONDENTES AS INTERACOESATUANTES SOBRE O NODOB. .vvevvveiurereeesseesseesseensesssesnsesenns 68
TABELA 7. TRANSICOES CORRESPONDENTES AS INTERACOESATUANTES SOBRE O NODO C. ..ecuveeeiiiecirieeeieeessreesseessseeennns 69
TABELA 8. CONJUNTO DE INTERAGOESDO GRAFO DE REGULAGAO DA BIOSSINTESE DO TRIPTOFANO. ...ouvvrveriesiesiesiessensenns 85
TABELA 9. ESPACO DE ESTADOS PARA O GRAFO DE REGULAGAO DA BIOSSINTESE DO TRIPTOFANO. ...cevvveveeveereeeeesenneens 85
TABELA 10. TRANSICOES CORRESPONDENTES AS INTERACOESATUANTES SOBRE ONODO TRP....cuvviiiiieeiee et eiee e 92
TABELA 11. TRANSICOES CORRESPONDENTES AS INTERACOESATUANTES SOBREONODO TRPE.......ccciiiiiiiicciecees 93
TABELA 13. TRANSICOES CORRESPONDENTES AS INTERAGOESATUANTES SOBREONODO TRPR. ....ooiviiiiiicciec e 94

TABELA 13. INVARIANTES DE LUGARES CORRESPONDENTES AO MODELO LIMITADO DA VIA DE BIOSSINTESE DO
TRIPTORANO. 11t utteeitteeeiteeeatteeateesateeaaseeesseeaasesaasseesaseesasesaasseesaseesasesaasseesnseesaseeeassessnseesseeessseesnseesasseeansesssessnsseasn 103

XVii



Capitulo 1

I ntroducao

1.1. Apresentacao

Procurar compreender a dindmica inerente aos mecanismos bioldgicos ao nivel de
interagbes moleculares leva conseqlientemente abusca por méodos formais que se
modrem adequados a vaidacdo e andlise destes mecanismos. O campo da biologia
molecular computacional aliado a procedimentos e técnicas, desenvolvidos pela
bioinformética, procura dar suporte a analise da informacdo continuamente revelada
pela Ciéncia Gendémica do ponto de vista estrutural e funcional.

A maguinaria celular sob a orquestracéo de um conjunto de sinais responde com a
producéo de complexos moleculares funcionais necessarios a manutencéo do estado
energético, do crescimento e da reproducdo celular. A informagdo que permite a
construcdo destes elementos funcionais encontra-se codificada sobre 0o DNA e a medida
gue se tornam necessarios é desencadeada uma seqliéncia de processos de localizacdo,
acoplamento, coOpia, transporte, traducdo e modificacbes moleculares posteriores de
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formaa originar complexos funcionalmente especificos. Estes processos estdo sujeitos a
mecanismos de regulacdo muitas vezes ditados pela variagdo da concentracéo de uma
determinada molécula sinalisadora, pela presenca ou auséncia de um complexo inibidor
ou ativador ou ainda pela transdugédo de sinais externos de diversas fontes.

Uma visdo sistémica do funcionamento celular que sgja passivel de ser analisada através
da proposi¢cao de model os encontra seu limite no grau de reducionismo aplicado, devido
a0 cardter da complexidade inerente, bem como devido a presenca de informagdes
esparsas. Desta forma, procura-se por um método formal que segja robusto o suficiente
para permitir a construgdo de modelos a partir de poucas informagdes disponiveis e que
sgja flexivel o suficiente para permitir que o modelo evolua a medida que novas
informacdes sejam acrescentadas.

Redes de Petri constitui um modelo formal abstrato do fluxo da informacgdo. As
propriedades, conceitos e técnicas deste formalismo procuram descrever e analisar o
fluxo da informac&o subordinada a sistemas de controle, particularmente naqueles que
exibem atividades assincronas e concorrentes. A maior aplicacéo de redes de Petri tem
sido na modelagem de sistemas orientados a eventos, sendo possivel que alguns destes
eventos sejam concorrentes, sujeitos a restricbes sobre a concorréncia, precedéncia ou
fregliéncia destas ocorréncias.

1.2. Trabalhos Correlatos

Vias metabdlicas podem ser vistas como conjuntos coerentes de reagOes enzimaticas e
podem ser interpretadas como grafos relacionais, onde cada nodo representa um
metabdlito e cada aresta uma reagdo bioquimica a qual é catalisada por uma enzima
especifica. Khon e Letzkus (Kohn e Letzkus, 1983) estenderam a teoria dos grafos
introduzindo uma funcéo especifica que permite a modelagem dindmica de processos.
Em seguida, a primeira aplicagdo de redes de Petri para a modelagem de vias
metabolicas foi introduzida por (Reddy, Mavrovouniotis et al., 1993). Em contraste a
grafos puros, redes de Petri € uma linguagem gréfica que permite projetar, especificar,
simular e verificar sistemas. Também, estabelece um método forma de representar a
estrutura de sistemas de eventos discretos, smular seu comportamento e derivar
determinadas conclusbes baseando-se nas propriedades do sistema. Extensdes deste
formalismo, tais como redes de Petri temporizadas (Wang, 1998), redes de Petri
coloridas (Xie, Keyhani et al.), redes Condicao/Eventos (Genrich, 1987) e redes de Petri
hibridas (David e Alla, 2001) permitem tanto a andlise qualitativa como quantitativa
sobre o fluxo de informagéo.

Nos ultimos anos, artigos propondo a utilizacdo de redes de Petri para a modelagem e
andlise de redes de regulacdo genomicas tém sido publicados (Genrich, Kiffner et al.,
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2001), (Goss e Peccoud, 1998), (Matsuno, Tanaka et al., 2003) (Chaouiya, Remy et al.,
2005; Simao, 2005) o que constitui uma importante indicacéo de que o formalismo de
redes de Petri é adequado a andlise e simulacéo de redes de interacfes biomolecul ares.

1.3. Motivagéao

Embora existam experimentacbes que apontam para andlises quantitativas de vias
metabdlicas reguladas (Santillan e Mackey, 2001; Xiu, Chang et al., 2002; Bhartiya,
Rawool et al., 2003; Mackey, 2004; Santillan, 2004; Venkatesh, Bhartiya et al., 2004),
estas iniciativas simplificam um aspecto crucial de que interagdes regulatérias séo em
sua maioria ndo lineares. Isto significa dizer que a taxa do processo controlado néo é
uma funcdo linear da concentragdo do regulador. Sendo interagBes regulatérias ndo
lineares entdo as equacOes diferenciais utilizadas para descrevé-las também sdo nédo
lineares e geralmente somente podem ser integradas numericamente. Dado que o caréter
ndo linear comumente encontrado em sistemas bi ol dgicos obedece a um comportamento
sigmoidal, uma representacdo possivel destes sistemas pode ser obtida simplificando a
sigmoide para a forma de funcbes Booleanas. Esta aternativa origina uma descricéo
|6gica das interacBes regulatdrias afirmando que o produto da expressdo de um gene
pode estar “presente” ou “ausente”, ou ainda que o gene possa estar em um dos estados
“ligado” ou “dedigado”. Esta representacdo bindria de sistemas de interacéo
regulatorios preserva, no minimo qualitativamente, a dinamica origina destes sistemas,
revelando propriedades associadas a topologia de circuitos de regulacdo tais como
circuitos de ativagao, inibigéo e osciladores (Thomas, 1991; Thieffry e De Jong, 2002).
De maneira a contribuir para 0 desenvolvimento de uma metodologia que permita
modelar e analisar redes de regulagdo génicas, procura-se através deste trabalho,
compor o formalismo de Gafos Regulatdrios com o formalismo de Redes de Petri. O
poder de modelagem e de andlise dado pela conjugacdo destes formalismos serd
verificado através da modelagem e andlise da via de biossintese do triptofano da
Escherichia coli.

1.4. Objetivosdo trabalho

1.4.1. Objetivo Geral
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Modelar e analisar os mecanismos de regulacdo da producdo do aminoéacido triptofano
pela E. coli expondo um conjunto de técnicas e procedimentos para a modelagem e
andlise de redes de regulacdo génica e, conseqlentementem, de vias metabdlicas
reguladas, baseando-se em métodos formais da matematica discreta, mais
especificamente em Grafos de Regulagdo Geénica introduzido por (Thomas, 1991;
Thieffry e Thomas, 1998) e redes de Petri (Genrich, Kiffner et al., 2001; Heiner e
Koch, 2004).

1.4.2. Objetivos Especificos

()

(i)

(iii)

(iv)

v)

Definir um modelo bioldgico da regulagdo da biossintese do triptofano para a E.
coli levando em consideragcéo os mecanismos de regulacéo de repressio génica,
atenuacéo da transcricao, inibicdo retroativa e aporte externo do triptofano e o
conjunto de genes relacionados a estes mecanismos de regulacéo.

Propor um modelo da regulacdo da biosintese do triptofano para a E. coli, sob os
rigores do formalismo de Grafos de Regulacdo Génica, denominado de modelo
l6gico e submetélo a andlise estética e dindmica utilizando-se do ambiente
computacional GINsim.

Transcrever o modelo logico de regulagdo da biossintese do triptofano para a E.
coli para um modelo equivalente sob o formalismo de redes de Petri tendo como
base os rigores do método de mapeamento descrito no trabalho (Chaouiya, 2004) e
submeter este modelo a andlise estatica e dindmica utilizando-se do ambiente
computacional INA.

Modelar a via metabdlica de producéo do triptofano para a E. coli sob o
formalismo de redes de Petri e proceder a uma andise est&ica e dinamica
utilizando-se do ambiente computacional INA.

Promover a integracdo do modelo da via metabdlica de producéo do triptofano
com o0 modelo de regulacdo desta via, ambos descritos pelo formalismo de redes
de Petri, e submeter este modelo integrado para andlise utilizando-se do ambiente
computacional INA.

1.5. Organizacao do Texto

Os fundamentos biol6gicos concernentes aregulacdo da biossintese do triptofano pea
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E. coli é apresentado no capitulo 2, conjuntamente com uma breve descricdo dos
mecanismos de regulacdo que serdo considerados neste trabalho. Os elementos
principais deste capitulo sdo a via metabdlica para o triptofano e o conjunto de genes
envolvidos na regulagéo.

O modelo biolégico é compreendido por dois tipos de redes, o primeiro que descreve a
via metabdlica e o segundo que descreve aregulacdo génica da via metabdlica. Devido
a0 fato de que vias metabdlicas encontram transposicdo direta da notacdo utilizada em
reacOes bioguimicas para redes de Petri, entdo faz se necessario primeiramente
apresentar o fundamento sobre redes de Petri e suas propriedades, o que € feito no
capitulo 3.

No capitulo 4, € descrita a base formal de mapeamento da notacdo de reacOes
bioquimicas para redes de Petri, seguida por um exemplo de aplicacdo e consequliente
analise das propriedades estaticas e dinamicas deste exemplo.

Outra parte do problema se resume em propor um modelo para a rede de regulagéo
génica, aqual descreve arede de interacdo dos mecanismos de regul acdo da biossintese
do triptofano. Este problema ndo € diretamente capturado pelo formalismo de redes de
Petri e sim pelo formalismo de Grafos de Regulacdo Génica. Desta forma, fazse
necessario primeiramente apresentar o fundamento deste formalismo, o que € feito no
decorrer do capitulo 5.

No capitulo 6, é feita uma breve descricdo dos ambientes computacionais que se apdiam
nos fundamentos mateméticos dispostos pelos métodos apresentados neste trabalho e
gue serdo utilizados para a modelagem e andlise de exempl os e estudos de casos.

Finalmente, a rede que modela a via metabdlica e a rede que modela a regulacéo génica
s80 integradas sob um Unico formalismo, o de redes de Petri, no decorrer do capitulo 7.
Para tal, primeiramente é obtido o modelo de regulacdo do triptofano em termos de
Grafos de Regulacdo Génica, seguido de uma andlise sob este mesmo formalismo
utilizando-se do ambiente computacional GIMsim. Na segiiéncia, este mesmo modelo é
transposto para um modelo equivalente em termos de redes de Petri. Uma vez
transposto, a via metabdlica e a rede de regulagdo sdo integradas e esta integracdo €
submetida & andlise sob 0 ambiente computacional INA.

Nos capitul os seguintes é feita a apresentacdo da conclusdo e referéncias.



Capitulo 2

Fundamentacao Bioldgica

Neste capitulo procura-se apresentar os mecanismos de regulacdo da biossintese do
aminoacido aromético triptofano pelo microorganismo Escherichia coli. Para tal, é
descrita a via dos aminoacidos arométicos, seguida pela apresentacéo da via metabdlica
para o triptofano e seus conjuntos de reagdes Na sequéncia, € apresentado o operontrp,
0 conjunto de enzimas necessario ao metabolismo do triptofano, os mecanismos de
regulacdo adotados pela E. coli para controlar a biossintese destas enzimas e,
consegientemente, a concentragdo de triptofano no meio celular. A fundamentacdo
biol gi ca caracterizada por este capitulo é suporte para a definicdo do modelo biol 6gico.
A escolha pela regulagdo da producdo do tripotofano pela E. coli se deu por este
apresentar um forte carater combinatério de regulacdo € conseqientemente, de dificil
interpretacdo intuitiva. Informacfes bioldgicas sobre os mecanismos de regulagcdo do
triptofano datam de décadas e sdo frutos de investigacOes cientificas que compreendem
as eras pré e pds-gendmicas e em grande parte nos trabalhos de Yanofsky e seus
colaboradores (Y anofsky, Platt et al., 1981; Yanofsky e Horn, 1994; Y anofsky, Konan
et al., 1996; Y anofsky, 2000; , 2004).



Fundamentacao Biolgica 7

2.1. Viados Aminoacidos Aromaticos

A maguinaria celular desenvolveu mecanismos de controle sobre a producéo dos vinte
aminoacidos essenciais ndo somente para controlar a taxa de biossintese de
determinados aminoécidos, mas também para coordenar esta producéo em proporgdes
corretas de maneira a garantir uma equimolaridade ra biossintese de proteinas.

O triptofano congtitui uma das vinte bases entre 0s aminoécidos necessarios a producéo
de proteinas. A producdo de triptofano ocorre de forma concorrente com o0s
aminoacidos tirosina e fenilalanina a partir do substrato intermediario em comum, o
corismato. A deplecdo de um destes aminoacidos leva a uma concorréncia de sinais de
controle de maneira a sequiestrar 0 substrato em comum para a via cujo produto fina é
requisitado pelo sistema celular (Bongaerts J., 2001).

Estes sinais de controle basicamente se déo pelos mecanismos de regulagdo de inibicdo
alostérica por um ou mais produtos finais de uma via, ou por mecanismos de repressao
da transcricdo génica. A inibicdo alostérica ocorre quando uma enzima forma um
complexo com uma molécula reguladora de maneira a modificar sua conformacéo
espacial tornando a insensivel ao reconhecimento de seu substrato especifico. A
repressdo génica se da pela presenca de proteinas reguladoras capazes de ligar-se a
posicdes especificas do DNA impedindo que a polimerase acople-se a esta posicéo e
inicie o processo de transcricéo do gene que da origem a enzima necessaria a catalise de
um determinado passo de uma via metabdlica.

Na via dos aminoacidos aromaticos, representada pelaFigura 1, tanto atirosina, como a
fenilalanina e o triptofano sdo capazes de produzir uma inibicdo alostérica sobre a DHP
sintase, bem como uma repressao génica sobre 0s genes que dao origem a esta enzima,
controlando desta forma a presenca do produto intermediaio DAHP. Mais
especificamente, a fenilalanina é capaz de produzir uma inibicdo alostérica sobre o
produto de gene aroG e repressiva sobre a transcricdo deste mesmo gene. Da mesma
forma, a tirosina é capaz de inibir alostéricamente o produto do gene aroF e reprimir a
transcricdo deste mesmo gene (Yanofsky, 2003). O triptofano, por sua vez, inibe
alostéricamente o produto do gene aroH e participa da repressdo da transcricdo deste
mesmo gene. Esta agdo combinatOria de inibicdo por diversos produtos sobre um
mesmo complexo enzimético é denominada de inibicdo orquestrada. O triptofano além
de atuar alostéricamente sobre a DHP sintase e 0 gene aroH, também provoca inibicéo
alostérica na enzima antranilato sintase, trpE, e participa da repressdo da expressao
génicado gene relacionado a esta enzima (Sarsero, Wookey et al., 1991).
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Figural. Via metabdlica dos aminoacidos aromaticos. O corismato constitui um ponto
de bifurcacdo a partir do qual derivam a fenilalanina, tirosina e triptofano.
Abreviagbes utilizadas. ANTA, antranilato; aKG, a-cetoglutarato; CDRP, 1-(o-
carboxifenilamino)-1-deoxiribulose 5-fosfato; CHA, corismato; DAHP, 3-deoxi-d-
arobino-heptulosonato 7-fosfato; DHQ, 3-deidroquinato; DHS, 3-deidrashiquimato;
EPSP, 5 enol pir uvilshiqui mato 3-fosfato; E4P, eritrose 4-fosfato; GA3P, gliceraldeido
3-fosfato; HPP, 4hidroxifenilpiruvato, I3GP, indol 3glicerolfosfato; IND, indol; I-
GlIn, kglutamina; |-Glu, kglutamato; -Phe, Henilalanina; |-Ser, tserina; I-Trp, F
triptofano;, I-Tyr, I-tirosina; PEP, fosfoenolpiruvato; PPA, prefenato; PPY,
fenilpiruvato; PRAA, fosforibosil antranilato; PRPP, 5-fosforibosil-a-pir ofosfato; Pyr,
piruvato; SHIK, shiquimato; S3P, shiquimat o 3-fosfato.

O aporte externo destes aminoacidos pela célula evita o dispéndio energético envolvido
no metabolismo e se d4 através de permeases. Permeases sdo estruturas moleculares que
se locdizam na membrana celular e que reconhecem uma molécula especifica
permitindo ou ndo sua passagem para fora ou para o interior da célula. Desta forma, os
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genes que ddo origem a permeases também estdo sujeitos a mecanismos de controle de
repressao da transcricdo génica.

2.2. Regulacao da Biossintese de Triptofano

A Escherichia coli possui a habilidade de gjustar a taxa de biossintese de triptofano
sobre uma faixa de milhares de vezes o valor basal. Esta capacidade de regulacéo
origina-se de uma combinagéo de mecanismos de regulacdo que afetam diretamente as
etapas de transcricdo, traducdo, transporte, bem como sobre a atividade enzimética de
maneira a influenciar o fluxo de carbono na via dos aminoacidos aromaticos que
culmina na producéo do produto intermediério corismato (Jeeves, Evans et al., 1999).

2.2.1. ViaMetabdlicaParao Triptofano

A partir do ponto de bifurcacdo determinado pela presenca do corismato sdo necessérias
seis reagdes cataliticas para que este intermediario segja convertido em triptofano, como
ilustrado pelaFigura 2.

FEF E4P

TrpE, Trp
'\ r

T * ANTA
o [ \
LG Py

et (EH M

i

= -l:u—l
|
=
»
o

Figura 2. Via metabdlica de biossintesedo triptofano. Um conjunto de seis reagdes é
necessario para sintetizar o triptofano a partir do corismato. As duas primeiras e as
duas Ultimas reacgbes sao reversiveis. TrpE e TrpD, formam um Unico complexo
enzimatico, sendo que o mesmo ocorre com TrpA, TrpB e TrpC é uma enzima
bifuncional.

A primeirareacdo € reversivel e catalisada pela enzima antranilato sintase (TrpE)
CHA+GIn=="Pyr +Glu+ ANTA (1)

onde os substratos corismato (CHA) e glutamina (Gln) so convertidos em piruvato
(Pyr), glutamato (Glu) e antranilato (ANTA).
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A segunda reacdo, também reversivel, é catadisada pela enzima antranilato PRPP
transferase (TrpD)

ANTA + PRPP == PPi + PRAA )

onde os intermediarios antralilato e fosforibosil-pirofostato (PRPP) sdo convertidos em
pirofostato (PPi) e fosforibosil-antranilato (PRAA).

A terceira e a quarta reacdo, ndo reversivels, sdo catalisadas pela enzima bifuncional
fosforibosil-antranilato-isomerase (TrpC) e indolglicerol -fosfato-sintetase (TrpC), onde
aterceirareacdo dada por,

PRAA %%® CDRP 3)

converte o intermediario fosforibosil-antranilato em carboxifenilamino-deoxiribul ose-
fosfato (CDRP). Sendo que a quarta reacéo

CDRP %%® H,O0+ CO, +13GP, 4
converte CDRP em &gua, dioxido de carbono e indol -glicerol -fosfato (I3GP).

A quinta e a sexta reacdo, S0 reversiveis e catalisadas pela enzima bifuncional
triptofano sintase (TrpA) e triptofano sintase (TrpB), respectivamente:

|3GP;:SGA3P+ IND, (5)

Onde o intermediario 13GP é convertido em gliceraldeido-fosfato e indol. Finalmente, a
sextareacao

IND + Ser —==H,0+Trp, (6)

converte o intermediario IND mais serina em &gua e triptofano (Trp).
2.2.2. 0 Operon do Triptofano

A sintese de proteinas requer uma grande quantidade de aminoécidos e a E. li
consegue sintetizar todos 0s vinte aminoacidos essenciais. Os genes que codificam as
enzimas necess&rias a hiossintese de um determinado aminoécido geralmente estdo
agrupados na forma de um operon, 0S quais S80 expressos sempre que a concentracéo
deste aminoacido se mostrar inadequada ao funcionamento celular (Yanofsky e Horn,
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1994).

Na E. coli, a bhiossintese do aminoacido aromatico triptofano a partir do corismato
requer cinco enzimas, as quais se encontram codificadas em cinco genes distintos
agrupados pelo operon trp.

Promotor

Last >
f (1] frp trpE | trpD trpC | trpf} | trpA -
I e N
Operador Peptideo lider Promotor interno

Figura 3. Operon do triptofano da Escherichia coli. Regido promotora (P), regido de
operacdo (O), peptideo lider (trpL), genes trpEDCBA e promotor constitutivo interno
trpP2.

Este operon é constituido por uma regido promotora (P) superposta pela regido de
operacdo (O). A regido de promogdo contém seqiiéncias especificas de nucleotideos que
sd0 reconhecidos pela RNA polimerase e que indicam ser um sitio de inicio de
transcricdo génica. A regido de operacdo contém sequiéncias especificas de nucleotideos
gue sdo reconhecidas pela proteina de regulacdo da transcricdo, ou sgja, pela proteina
repressora da transcricdo génica. Subsequente a regido promotora encontra-se o gene
trpL, o qua a0 ser transcrito d& origem a um peptideo de regulagcdo da transcricéo,
denominado de peptideo lider e que sera melhor detalhado na seqiiéncia. Sucedendo o
gene trpL, encontram-se 0s cinco genes que codificam para as enzimas necessarias a
biossintese do triptofano (Xie, Keyhani et al., ; Yanofsky, 2004).

Outra propriedade estrutural do operon trp que tem um efeito significativo sobre a taxa
de sintese do triptofano é a presenca do promotor constitutivo trpP2, o qual se localiza
sobre a parte final do segundo gene do operon trp, ou segja, sobre a parte final do gene
trpD. Mesmo quando a concentracdo de triptofano intracelular mostra-se excessiva 0s
genestrpC, trpB e trpA continuam a serem expressos a partir do promotor trpP2 .

Estima-se que a presenca continuada das enzimas TrpC, TrpB e TrpA facilitam a
retomada da biossintese de triptofano apds um momento de forte estado repressor

seguido de uma auséncia abrupta de triptofano, pois neste instante também é desfeito o
complexo inibidor das primeiras enzimas da via liberando TrpE e TrpD, o que completa
0 conjunto de enzimas necessaria a retomada da biossintese.

Também, atraducdo casada de polipeptideos que codificam pares de genes do operon
trp constitui uma propriedade regulatéria adicional deste operon. Os pares de genes
trpE, trpD e trpB, trpA do operon trp proporcionam uma traducdo casada de seus
polipeptideos equivalentes, pois cada par forma um complexo enzimatico bifuncional.
Desta forma, a traducdo casada garante a equimolaridade de cada componente em cada
complexo enzimatico.
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2.2.3. Repressdo da Transcricao

O controle da expressdo génica geramente se da pelo acoplamento de proteinas
especificas sobre uma determinada seqiiéncia do DNA. Desta forma, 0 mecanismo pelo
gual uma proteina regulatdria reconhece suas sequéncias cognatas € de fundamental

importancia. O repressor da expressao génicado operon trp da Escherichia coli (TrpR)
€ uma das menores proteinas que apresenta uma sequéncia de acoplamento especifico
ao DNA e é controlada de forma al ostérica pel o proprio triptofano .

A porepressor

Trp Q‘I 0 @ |_ -
I8 0 P
/ ’
\l\ Huolorepressor
0, .

e 301 R0 IR0 R M M

Figura 4. Proteina repressora da transcricao do triptofano codificada pelo gene trpR.

O repressor inativo, aporepressor, e 0 ativo quando complexado com triptofano,
holor epressor atua sobre cinco operons: trp, trpR, mtr, aroH e aroL.

Esta proteina acopla-se a cinco sequiéncias diversas do genomada E. coli. Quatro destas
sequéncias localiza-se em regides promotoras, no operon trpEDCBA, no gene trpR, no
gene aroH, no gene mtr e sobre a regido do peptideo lider do gene aroL. Estes cinco
operons controlam a biossintese e o aporte do aminoacido triptofano. O repressor TrpR
acopla-se a estes operadores somente na presenca do triptofano, reprimindo desta forma
a expressdo génica e controlando a concentracdo intracelular de seu co-repressor. A
especificidade do repressor por cada operon difere e a extensdo do estado repressor
também varia de operon para operon.

2.2.4. Atenuacdo da Transcricéo

O sitio de inicio de transcricdo do operon trp é antecedido por um gene que codifica um
peptideo lider responsavel pelo mecanismo de atenuagdo da transcricdo. O transcrito
deste peptideo define quatro segmentos que podem formar estruturas secundarias de
controle do processo de transcricdo génica por atenuagdo. Atenuacdo da transcricéo €
modulada pela mudanca na concentragdo intracelular de tRNA™ carregado. Células
que possuem tRNA™ carregado em niveis adequados ao suporte da sintese de
proteinas geralmente terminam a transcricdo proximo ao bp 140 do peptideo lider trpL.
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Céulas que possuem um nivel insuficiente de tRNA™ carregado ndo terminam o
processo de transcricdo na regido de atenuagao e prosseguem transcrevendo o grupo de
genes agrupados pelo operon trp. A concentracdo intracelular de tRNA™ carregado é
percebida pela tentativa em traduzir a regido do peptideo lider que codifica uma
seqiiéncia do aminoé&cido triptofano. A presenca de apenas duas triplas de nucleotideos
torna a atenuacdo relativamente insensivel a falta de triptofano, ou sgja, somente uma

deficiéncia extrema em tRNA™ evita que a terminagdo do processo de transcric&o
ocorra.
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Figura 5. Peptideo lider obtido a partir da transcricdo do gene trpL. Confor magéo 1:2
pausa da polimerase, 2:3 antiterminacgéo e 3:4 terminacgéo da transcri¢do. Posi¢go 139
atenuacdo da transcricdo. Sobre a regido 1 existem duas triplas que codificam para
triptofano.

T
el A

A conformagdo secundaria obtida pelo pareamento da regido 1:2 causa uma pausa no
processo de transcricdo executado pela polimerase e introduz um atraso. Este atraso é
suficiente para permitir que o ribossomo acople-se ao transcrito e comece o processo de

traduc&o. O ribossomo, por sua vez, desfaz o complexo de pausa e restaura 0 processo
de transcricéo pela polimerase.

Se houver uma concentracgo abundante de triptofano, ou seja, de tRNAT™ carregado, o
ribossomo rapidamente termina a traducdo do segmento 1 e passa a traduzir o segmento
2 do peptideo lider em formacéo. Este avanco do ribossomo sobre 0 segmento 2 impede
0 pareamento dos segmentos 2:3 e facilita o pareamento dos segmentos 3:4. A

conformag&o estrutural assumida pelo pareamento dos segmentos 3:4 sinaiza para a
polimerase que a transcricao deve ser terminada.
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Figura 6. Descricdo do processo de atenuacao. |nicio da transcricdo (Passo 1), pausa
da traducio (Passo 2), Deteccdio de tRNA''P carregado pelo ribossomo, terminacio
com liberacdo do ribossomo e polimerase, antiterminacéo com producéo do transcrito
trpEDCBA.

Se ndo houver um nivel adequado de tRNAT™ | entdo o ribossomo ao tentar traduzir o
segmento 1 fica parado devido a auséncia de triptofano necesséria a traducéo dos dois
codons que codificam para triptofano existente sobre este segmento. Este fato facilita o
pareamento dos segmentos 2:3 e impede 0 pareamento dos segmentos 3:4 evitando,
desta forma, a sinalizacéo de terminacéo da transcricdo. Esta conformagéo estrutural do
peptideo lider € entdo denominada de anti-terminador.

2.2.5. Inibicdo por Produto Final da Via

A inibicéo retroativa da enzima antranilato sintase, a qual catalisa a primeira reacéo da
biossintese de triptofano, desempenha um papel importante na producdo de triptofano
porqgue regula o fluxo de carbono que entra na via de biossintese.
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Figura 7. Inibicdo retroativa da enzima antranilato sintase TrpE, pelo produto final
da via, o triptofano.

Esta enzima € um heterotetrdmero consistindo de duas unidades TrpE e duas TrpD. A
inibicdo retroativa é feita quando as duas subunidades TrpE forem individua mente
ligadas por uma molécula de triptofano. Desta forma, um excesso de triptofano
intracelular inativa grande parte desta enzima e inibe a primeira reacdo da via de
biossintese de triptofano.

2.3. Resumo

Neste capitulo foram introduzidos os principais mecanismos de regulacdo da biossintese
do aminoacido aromético triptofano. A producdo deste aminoécido aromatico concorre
por um mesmo produto intermediério, corismato, com 0s outros dois aminoacidos
aromaticos, fenilalanina e tirosina. A insuficiéncia de um destes aminoacidos no meio
celular deflagra um conjunto de mecanismos de regulagdo de maneira a decidir para a
producdo de um ou de outro aminoacido insuficierte.

Neste contexto, a via metabdlica de interesse € a da producdo do triptofano a partir do
corismato. Esta via apresenta cinco reacOes cataliticas facilitadas pelas enzimas TrpE,
TrpD, TrpC, TrpB e TrpA, as quais se encontram codificadas sobre o DNA daE. coli na
forma de um operon. A produgdo destas enzimas a partir da informag&o contida no
DNA obedece as etapas comuns de transcricao, traducdo, transporte e modificacoes
moleculares posteriores de maneira a se fazerem presentes e funcionalmente ativas no
meio celular. Estas etapas estdo sujeitas a regulagdo de maneira a garantir a
eqlimolaridade destas enzimas, bem como a coordenacdo das reacOes cataiticas
culminando na producdo gradual e controlada do produto final da via metabdlica.

Neste caso, todos os mecanismos de regulacdo sdo mediados pela variacdo da

concentracéo do produto final da via, ou sgja, a concentracéo do proprio triptofano no
meio celular:

A presenca de RNA transportador do triptofano carregado deflagra o mecanismo
de atenuacdo da transcricdo, para niveis intermediarios de concentracéo de
triptofano.
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Alta concentracéo de triptofano provoca a ativagdo da proteina de repressao,
TrpR, da transcrigdo dos varios operons envolvidos na producéo do triptofano.

Alta concentracéo de triptofano provoca a inibicdo retroativa, ou alostérica, da
primeira enzima, TrpE, da via de biossintese do triptofano.

Estes mecanismos e seus inter-relacionamentos serdo abordados nos capitul os seguintes
sob os formalismos de Redes Regulatérias e Redes de Petri. Ambos os formalismos tem
base na matematica discreta e combinatoria e serdo aplicados de maneira a auxiliar na
compreensdo e validacdo de modelos biolégicos pela verificacdo de propriedades, tais
como: aexisténcia de circuitos de ativagdo e inibicdo retroativa e estados estaveis, as
quais possam auxiliar na corroboragdo ou refutacdo de observacdes biol 6gicas.



Capitulo 3

Fundamentos de Redes de Petri

Neste capitulo apresenta-se uma breve introducdo aos fundamentos do formalismo de
redes de Petri de maneira a caracterizar o embasamento matemético, a notagéo gréficae
as técnicas de andise que permitem verificar propriedades de modelos construidos a
partir deste formalismo. Paratal, primeiramente € reforcado o conceito de redes de Petri
como uma categoria de grafos, por segundo a notagdo gréfica e sua representacéo
algébrica, regras de ocorréncia e equagdes de estado. Finalmente, dentre as técnicas de
andlise sera abordada a construcéo dos grafos de alcancabilidade e de cobertura para
verificacdo de propriedades que dependem da marcacdo inicial, ou dindmicas, bem
como aquelas que dependem somente da topologia da rede, ou estéticas. Outras
introducdes a redes de Petri podem ser verificadas em (Peterson, ; Reisig, 1985; Murata,
1989).
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3.1. Principios de Redes de Petri

A base do formalismo de redes de Petri esta fortemente apoiada na teoria dos grafos.
Desta forma, ao introduzir este formalismo pela 6tica desta teoria procura-se salientar
gue muitos dos agoritmos desenvolvidos para analisar modelos representados na forma
de grafos também sdo aplicaveis a redes de Petri. Por sua vez, a teoria dos grafos
também constitui a base de outros métodos, tais como em autématos finitos, linguagens
formais, cadeias markovianas, entre outros. Portanto, model os representados por certas
classes de redes de Petri ndo somente encontram representacOes equivalentes em outros
formalismos, bem como herdam todo um arcabouco de técnicas de andlise para eles
desenvolvido e o conjunto de solugdes de um sistema ora pode ser mais facilmente
encontrado sob um formalismo e ora por outro.

n, n, n, ",

a) o O b) 0 o

n, n,

90 QO———0

Figura 8. Elementos em um grafo : nodos ou vértices (a), nodos e arestas de um grafo
nao orientado (b), nodos or denados em um grafo orientado (c).

Um grafo essencialmente consiste de dois tipos de elementos, vértices e arestas, mas
também pela maneira que estes elementos se interconectam. Desta forma, um grafo
pode ser definido pela 3tupla G =(V ,E F), onde V é o conjunto de vértices, E o

conjunto de arestas e F uma funcéo de mapeamento entre estes conjuntos, como ilustra
aFigura8.

Figura 9. Multiplicidade : Multiplicidade entre os nodos nl e n2 caracterizando um
multigrafo ndo orientado (a); Multipl icidade entre os nodos n1 e n2 em um multigrafo
orientado (b); Nao caracteriza um multigrafo, pois as arestas paralelas entre os nodos
nlen2 possuem orientacdo diferentes (c).
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Se um par de vértices conectados por uma aresta for ordenado, entdo a aresta € orientada
e uma seta é colocada na extremidade da aresta indicando sua orientacdo. Se todas as
arestas de um grafo forem orientadas, entdo o grafo € denominado de grafo orientado ou
de digrafo, como ilustra a Figura 9.

Em um grafo, dois vértices conectados por uma aresta sdo denominados de vértices
adjacentes. Desta forma, se em um grafo houver multiplas arestas de mesma orientacéo
conectando Vértices adjacentes, entdo o grafo € denominado de multigrafo. Ainda, se em
grafo houver dois tipos distintos de vértices, entdo o grafo é denominado de grafo
bipartido, como ilustrado pela Figura 10.

n, n,
o o > »O
a) b) c)

Figura 10. Grafo bipartido : n; caracteriza um tipo de vértice (a) e, n, caracteriza um
segundo tipo 5 (b); um grafo bipartido orientado (c), onde arestas inter conectam um
conjunto de vértices ao outro e nunca a um mesmao conjunto.

Redes de Petri € essencialmente um multigrafo orientado bipartido, onde um conjunto
de vértice caracteriza os elementos passivos de um sistema, enquanto que o0 outro
caracteriza os elementos ativos. Este particionamento no conjunto de vértices da origem
ao principio de dualidade para redes de Petri.

3.1.1. Dualidade

Para redes de Petri, um conjunto de vértices denominado de lugar (P), representa os
elementos passivos de um sistema, enquanto que outro conjunto de vértices
denominados de transi¢céo (T), representa os elementos ativos. Esta propriedade que
permite separar elementos passivos de elementos ativos congtitui 0 principio de
dualidade em redes de Petri.

3.1.2. Representacdo Grafica

Em redes de Petri, lugares sdo representados por formas circulares as quais fazem
referéncia ao topo da letra P, enquanto que transi¢bes sdo representadas por formas
retangulares fazendo referéncia a letra T. Relacionando lugares a transi¢Oes e transicoes
a lugares existem arestas orientadas, isto €, com uma seta em uma das extremidades
indicando sua orientac&o.
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A multiplicidade de arestas entre vértices adjacentes € representada por uma Unica
aresta associada a um rétulo, o qual indica o valor desta multiplicidade para valores
maiores do que uma unidade, pois o valor unitario € implicito. Outros rétulos podem
estar associados aos lugares e transicdes com o cardter de identificagdo. Ainda,
circunscrito aos lugares representa-se a presenca de recursos em um sistema sob aforma
numerica ou de pontos ( - ), sendo os mesmos denominados de tokens, fichas ou marcas,
como ilustrado pela Figura 11.

pl p: {3_ pn

/)

Figura 11. Representacdo grafica de redes de Petri. Circulos representam lugares,
retangulos representam transicbes. Arestas orientadas designam a ordem de
ocorréncia. Numeros associados as arestas indicam sua multiplicidade. Marcas
circunscritas aos lugar es representam a presenca de recur sos, denominadas de tokens
ou fichas.

Dados estes elementos, pode-se chegar a uma primeira definicdo de redes de Petri como
aque segue:

Definicao 3.1. Umarede de Petri € uma 3-tupla N =(P,T ,F) onde:

P é um conjunto de lugares,
T é um conjunto de transi¢les, digunto de P, e
F éumaredagdo defluxo F i (P” T)E (T~ P) parao conjunto de arcos.

SePeT forem finitos, entdo arede N também é ditafinita.

De maneira aindicar os lugares conectados a transi¢oes e vice versa, a seguinte notagdo
é utilizada:

Dado um elemento x1 PET, entdo "x:={yl PE T|(y,x)1 F} descreve o conjunto

de todos os elementos de entrada de x, de forma andloga x ={yl PET|(x,y)] F}
descreve o conjunto de todos os elementos de saida de x.

Se x for uma transicdo entdo “x descreve o conjunto de lugares que constitui a entrada,
ou pré-condicbes de x e x € o conjunto de lugares que constitui a saida, ou pos-
condicdes de x. Aplica-se 0 mesmo raciocinio sex for um lugar. Por exemplo, na Figura
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11b, para x={t,} as pré e pos-condi¢cdes de x sd0 respectivamente, "x={p,,t,} e

x ={{t;, B} it B )}

3.1.3. Representacdo Algébrica

Os conjuntos pré e pos-condicdes de uma transicdo, naturalmente déo origem a uma
representacdo algébrica destas condicBes sob a forma de matrizes de incidéncia como
caracteriza a definicdo a seguir:

Definicho 3.2. Uma rede Ilugar transicio € definida pela 4-tupla
N =(P,T,Pre,Post), onde:

P é um conjunto finito, ou o0 conjunto de lugares de N,
T é um conjunto finito, ou o conjunto de transi¢cBes de N, disunto de P, e

Pre,Post] N T! s30 matrizes, ou matrizes de incidéncia anterior e posterior de
N.

Existe um arco com peso n>0 do lugar pi P para adguma transicio tI T se
Pre[ p,t]:n com n>0 e existe um arco com peso n>0 da transicio t1 T para
algum lugar pl P se Post[ p,t]=n>0. Sendo assim,
F={{(pt)] P"T|Pre[pt]>0 E {(t,p)] T" P|Post| pt]|>0}} € o conjurto de
arcos de N.

De posse da definicdo forma do conjunto de arcos de N, entdo podemos estender a
definicdo 32 para redes de Petri, a qual melhor se aproxima da representacéo gréfica,
COMO Segue:

Definicdo 3.3. Uma rede lugar/Trarsicdo (P/T) € definida pela 4-tupla
N=(P,T,F W), onde

P é um conjunto finito, ou o conjunto de lugares de N,
T é um conjunto finito, ou o conjunto de transicdes de N, disjunto de P, e

F é um conjunto de arcos, ou F={{(pt)] P" T|Pre[pt]|>0 E
{t,p)T T" P|Post| p,t] > O}}
W é uma funcdo de atribuicdo de peso, ou W :F ® N\{0} .
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3.1.4. Matrizes de Incidéncia

Desta forma para o exemplo da Figura 12, o conjunto de lugares € formado por
P={p, P, Ps Py Ps, Pt , O cOnjunto de transicdes por T ={t ,t, .t;,t,}. A fungdo de
atribuicdo de peso quando aplicada para W(p, t,) retorna o valor 1, sendo que para
W(t, p,) =1, ... W(p,t)=1. Ainda, Preft,p]=1,Postt,p,]=1 e assm
consecutivamente.

Py

123

P

Ps

Figura 12. Rede de Petri onde as transi¢des t, e t3 seriam concorrentes ndo fosse a
presenca do lugar pg, compartilhado entre estas duas transicfes, caracterizando uma
situacdo que combina os efeitos de concorr éncia e conflito, denominada de confuséo.

Tabela 1. Matrizes de pré-condi¢des, pos-condi¢des e de incidéncia paraarede de Petri da Figura 12.

t1
)
t3

Pré p1 p2 pPs Psa Ps Ps Post p1 p2 ps pPa Ps Ps C P1 P2 P3 Psa Ps Pe
1 0 0 O O O 710 1 1 0 O O]Jt,1-1 12 1 O O O
0O 1 0 O o0 1 -0 0 0 1 O 1 |tJ]O0O -1 0 1 O O
0O 0 1 0 o0 1 T3]0 0 0 O 1 1 |Jt3J0 O -1 O 1 O
0O 0 0O 1 1 O T, |1 0 O O O O|JtyJ]21 O O -1 -1 O

ta

As matrizes de incidéncia Pre, Post e C, para este modelo podem ser verificadas por
completo na Tabela 1.
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3.2. Regrasde Ocorréncia

O disparo, ou ocorréncia, de uma transicdo consome recursos, “tokens’ ou marcas, de
seu conjunto de entradas e produz novos recursos para seu conjunto de saidas de acordo
com regras de ocorréncia. Uma transicdo somente estara habilitada a disparar, se as pré
e pos-condicbes desta transicdo forem satisfeitas. De forma genérica, inscricoes
associadas aos arcos em redes P/T pertencem ao conjunto dos ndmeros naturais e
indicam o numero de marcas a serem retirados, ou depositados em um lugar, dado que
umatransicdo esteja habilitada a disparar.

A Figura 13 ilustra uma sequiéncia de disparos das transi¢oes existentes no modelo da
Figura 12. Partindo-se do canto superior esquerdo para a direita, somente a transicdo t;
esta habilitada a disparar. Conseqlientemente, t; disparando tornam-se habilitadas as
transiches t; e tz. A decisdo de disparo entre t; e t3 € dada por uma escolha aleatoria.
Assumindo-se que t, dispare, entdo neste contexto somente permanece habilitada a
transicdo t;. Disparando a transicdo ts, entdo a transicdo ts torna-se habilitada.

Figura 13. Seqliéncia de ocorréncias, ou de disparos. Primeiramente a transicao t; esta
habilitada a disparar. Apés o disparo de t;, S, =t,L,t,t, ou S, =t L;t,t,, éumadas
seqliéncia de ocorréncias para esta rede.

Esta forma de perseguir a marcagdo de uma rede € denominada de jogo de marcas ou
“token game’ e caracteriza uma das formas de verificagdo de sistemas em redes de
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Petri, e seu limite de aplicagdo depende somente da complexidade da rede. Outra forma
€ dada pela definicéo algébrica e conseguientemente pela equagéo de estado de uma
rede, as quais seréo formalizadas a seguir.

3.2.1. Marcacao

Uma marcacdo, ou estado, € mais bem representada por um vetor de inteiros,
assumindo-se uma ordenaggo total dos lugares. Desta forma, a marcacdo inicial da rede
da Figura 13, é dada pelo vetor m, =(1,0,0,0,0,1) . De forma aternativa, uma marcagdo

também pode ser expressa pelo mapeamento m, : P ® N, que para 0 exemplo anterior,
my(p,) =1, m,(py) =1 e m,(p,) =0 paratodos 0s outros casos.

Outras vezes, torna-se conveniente representar uma marcacdo como uma sequiéncia de
lugares, onde 0 nome do lugar é elevado a um expoente que indica o nimero de marcas
daguele lugar. Se o nimero de marcas for igua a zero, entdo o lugar é omitido nesta
sequéncia. Também, se o expoente for igual a unidade entdo se omite sua representacéo

por este ser implicito. Parao exemplo, m, = ppt ou m, :<pip}5> Outra variante desta

notagdo, m, = p; + p;, também é utilizada.

Para 0 exemplo, a transicdo t; esta habilitada, pois 0 nimero de tokers no lugar p; é
maior ou igual a0 nimero de arcos conectando p; a ti, ou sgja, este arco apresenta
multiplicidade 1, o que equivale adizer que W(p,,t,) =1. Quando atransi¢do t; dispara,
0 numero de tokens no lugar p; é decrescido deste valor. Consegiientemente, os lugares
de saida da transicdo t;, ou sga, p2 € ps, irdo receber tokens em quantidade
correspondente ao peso dos arcos que conectam t1 a p; e t; a ps, respectivamente. Desta
forma, m,(p,) =m,(p,) +1=0+1=1, de forma equivaente

m,(p,) =m,(p,) +1=0+1=1, caracterizando a marcagéo sucessora m, =(0,1,1,0,0,1) .

Para casos onde um mesmo lugar é simultaneamente entrada e saida de uma transicéo o
nimero de tokens da marcagdo sucessora é calculado por ambas as operagdes de

incremento e decremento, por exemplo, o lugar m,(p,) =my(p;) +1- 1=1+1- 1=1.
Utilizando se da notag&o vetorial, a sequéncia de ocorréncias das marcacdes sucessoras
apartir damarcacao inicial my é dada a seguir,
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mo my m, ms My
&l o &u U élu
A~ l] A l:l A L,,l & (j & L'J
e du &
éu_ _&u__é&u_ é&a_ . éu
GUHI Y0 U &N g ()
i Pu o du &
fu eu Qu €lu eu
Y Y eu e € d
& &g &lg ela ela

Generalizando os procedimentos anteriores pode se entdo chegar a seguinte definicdo
formal para marcacéo, ou estado em redes de Petri:

Definicdo 3.4. Uma marcagdo de uma rede lugar transicdo N =(P,T,Pre,Post) é um

vetor mT NP Onde, N conjuntamente com uma marcagdo inicial my € denominada de
sistema de rede lugar transicdo com S={N,m,), ou S=(P,T,Pre,Post,m,). Desta

forma, umatransicio t1 T esta habilitada em uma marcagio m se m 2 Pre[-,t]. Neste
caso, a marca sucessora é definida por m¢=m+Post[-,t]- Pre[-,t] =m +C[-,t].
Onde, Pre[-,t] refere-se ao vetor coluna Pre[-,t] =(Pre[p,.t] ...,Pregp, B damatriz

Preg r,- O mesmo raciocinio aplica-se a Post [ ,t] tomando-se em conta a matriz Post.

3.2.2. Conjunto de Alcancabilidade

Definicdo 3.5. A definicdo da marcagéo sucessora dada pela Definicdo 3.4 pode ser
estendida de maneiraa melhor representar sequiéncias de transi¢des, ou sgja, palavras da
linguagem T~ formadas a partir do alfabeto T, sob aforma:

m %% md, sew for apaavravazial em=m¢, e
m ¥%:9® m¢, se $m@m %% meUme%,'® mlparawi T e tl T.

Paa um ssgema S=(N,m;) o conjunto RS(S) =RS(N,m,), onde
RS(N,m,) ={m|$wl T"m %% m¢ define o conjunto de alcancabilidade de S.
Também, FS(S)={wl T |m.m, %% m} € o conjunto de seqiiéncias das ocorréncias

de transi¢es, ou sequéncia de disparos, de S. Muitas vezes é conveniente definir o
conjunto de sequéncias de ocorréncias de S Oc(S), como sendo o conjunto de

sequiéncias sob a forma, mt,,m,t,... t_,,m , paa n31, ta que m, %% m,, paa
i1 {0,...,n- 1, como verificado no exemplo anterior.
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3.2.3. Equacbes de Estado

Para redes de Petri com m transicoes e n lugares, pode-se formular a equacédo de estado
sob aforma,

m,=m,,+C'u,, k=123,...,K (8)

o indice k representa ak-ésima marcagao sucessora em uma sequéncia de ocorréncias.
Paracada k, m, representa um vetor m” 1. O vetor de controle u,, de dmensdon” 1,
representa as transi¢oes disparadas para 0 k-ésimo disparo. A matriz de incidéncia C, de
dimensd m’ n, cujos elementos c; representam o decréscimo do nimero de tokens no

lugar j devido ao disparo datransicéo i.

Dada uma sequiéncia de disparos s ={u, ,u, ,U,,...,u,} eamarcagdo inicid m,, uma
marcagdo particular m, pode ser encontrada se considerarmos todos os disparos desta
sequéncia,

m,=m,+C'q u, )
k=1

desta forma, podemos definir um vetor x = § u, , como sendo um vetor contador de
k=1

disparos. Os elementos i em x indicam o numero de vezes que a transicdo i deve

disparar de maneira a transformar mg em m,. Substituindo-se x na equacdo (9) , obtém-

€,

m, - m,=C'x (10)
ou que,

C"x = Dm (11)

Por exemplo, somando-se as seqiiéncias de disparos u, =[1,0,0,0", u, =[0,1,0,0",

considerando-se a marcagéo inicia m, =[1,0,0,0,0,1]", a matriz de incidéncia C da
Tabela 1 e aplicando-se na equacdo (9), obtémse que a marcacdo m; resultaem
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éu &1 0 0 1u &0l
u e Uz~ u
i &l -1 0 0gew g
Ou é1 0 -1 ouglg €10 12
m,=é& g+eé ug Y=g q
R
U €0 0 1 -1Ug; o
eu e u e u
ela 0 0 0 O0g  &lo

3.2.4. Localidade

O comportamento de uma transicdo exclusivamente depende de sua localidade, ou sgja,
depende somente do conjunto de entradas e saidas imediatamente relacionadas a
transicdo. De outra maneira, a localidade de uma transicdo pode ser formamente

definida como loc(t) ={t}E tEt . Por exemplo, na Figura 1, a localidade
loc(t,) ={ t,}E{{ P, t} { Pt} E{ L, P} = {t,, P, b, B}, enquanto que a localidade
loc(ty) ={t:} E{{ Py, t} .{ P, ta}} E{ s} = {ts, Ps, Ps. Ps} -

3.2.5. Concorréncia

Transi¢oes que possuem localidades digjuntas, ou sgja loc(t;) ¢ loc(t;) = A, ocorrem de

forma independente ou concorrente. Para 0 exemplo da Figura 12,
loc(t,) Cloc(t, )= {ps}, caracterizando o lugar ps como um marca compartilhada entre

astransiciest; ets.

3.2.6. Conflito

Contr&io a nocdo de concorréncia esta a no¢do de conflito, onde transi¢des disputam
pelos mesmos recursos de um lugar compartilhado. O lugar ps tem como saida as
transicdes t; e t3 sendo neste caso denominado de lugar conflito estrutural. As
transicles tp e t3 por estarem simultaneamente habilitadas, mas somente uma delas
podendo ocorrer caracteriza 0 que € denominado de conflito comportamental. Uma
escolha aleatéria decide pelo disparo de uma das transicdes. Uma vez que uma delas
ocorre, aoutra é deliberadamente excluida, caracterizando o efeito de exclusdo mutua.
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3.2.7. Confusdo

TransicOes que possuem localidades diguntas, ou sgja, concorrentes, podem levar o
sistema a uma interagdo sofisticada entre concorréncia e situagdes de conflito. Esta
interacdo entre concorréncia e conflito é entdo denominada de confusao.

3.3. Refinamento e Composicao

A construcdo hierdrquica de modelos pela utilizagdo de niveis de abstracdo ou
refinamentos é uma técnica importante no projeto de sistemas. Redes de Petri suportam
estes conceitos através de técnicas de abstracdo que asseguram a compatibilidade e
consisténcia de cada nivel de abstragéo.

3.3.1. Borda de Um Conjunto

Sgja N=(P,T,F) umarede, X =PET eYIi X um conjunto de elementos desta
rede, entdo T(Y):={yl Y|$xI Y.xI loc(y)} defineaborda ou fronteirado conjuntoY.
O conjunto Y é denominado de lugar-circunscrito ou aberto se (Y) | P, e transicio-
circunscrito ou fechado se (Y)I T. Conjuntos de elementos lugar-circunscrito ou

transicdo-circunscrita podem ser substituidos por um Unico lugar ou uma Unica
transicdo, respectivamente. Se um conjunto Y for aberto e fechado ab mesmo tempo,

por exenplo Y :=PET, entdo o contexto do problema ira determinar se Y deve ser
substituido por um lugar ou por uma transi¢ao.

3.3.2. Abstracdo Simples

Sga N =(P,T,F) umarede eY um conjunto de elementos transi ¢ao-circunscrita néo
vazio. Entdo N[Y]=(P[Y],T[Y],F[Y]) € denominada de abstracdo simples de N em
relacdo ayY se
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P[Y]=P\Y,
T[Y]=(T\Y)E{t,} ondety €0 novo elemento e

FIYI={(x,y) | xT YUyYT YU(x,y)T F} E {(x.t,)]|xT YUS$yl Y.(x,y)] F} E
{t,, 9| xT YUS$yT Y.(y,)1 F}

Onde, P[Y] contém todos os lugares com excegao daguelesem Y. T[Y] contém todas as
transicdes com excecdo daguelas em Y. F[Y] € a unido de trés conjuntos de arestas: 1)
O conjunto de arestas que estdo totalmente fora da regido de abstracdo; 2) O conjunto de
arestas que saem da regido de abstracdo; 3) O conjunto de arestas que entram para a
regido de abstracéo. De formaandloga se Y for do tipo lugar-circunscrito, entéo:

PIY]=(P\Y)E {p ]},

TIY]=T\Y,

FIYI={(x,y) | xT YUyYT YU(x,y)T F} E {(x, p,)|xT YUS$YT Y.(x,y)T F} E
{(py, ¥ |xT YUS$yT Y.(y,x)1 F}.

Por exemplo, dadaarede N =(P,T ,F) da Figura 14, a regido de abstracéo € dada por
Y ={Y,}E{Y,} sendo ambas as regides do tipo lugar-circunscrito, as quais serdo
substituidas pelos lugares pyi e pyz, respectivamente. Desta forma,
Y ={Py.P;:Ps:Ps:Ps:ti} PY 1= {ps}, TIY]={t, 1t} e
F :{(n(l'tZ)’(ml't3)""1(t2' pYZ)’(t3’ pYZ)!(n(Z’t4)!(t4' FM)} '

Figura 14. Técnicas de abstracdo. (Em a) arede N =(P,T,F) com duas regides a

serem abstraidas e substituidas por lugares, Y; e Y, por pi1 € pre, respectivamente.
(Em b) N[Y]=(HY],T[Y],F[Y]) éuma abstracdo ou refinamento da rede N. A regido

Y, é uma abstracéo (lugar)-estrita.

3.3.3. Abstracao

Se N, =N]J[Y] for uma abstracdo simples de N; para agum conjunto Y lugar ou
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transi¢do-circunscrita, entdo N; € denominado de refinamento simples de N,. Se existir
um conjunto {Y, Y, ...,Y,} para cada subconjunto disunto de lugares e transicOes-

circunscritasem RET, entdo N, =(...((N[Y,D[Y,])...[Y]) €uma abstracio, ou um
refinamento, de Ny indicadapor N, =NJ[Y,Y,,...Y,].

3.3.4. Abstracao Estrita

Umaabstracdo N, = N,[Y, Y, ,...,Y,] de N; édita estrita se todo Yi for um conjunto de
lugares, ou Y, | P, oudetransi¢des, ou Y | T,. Peladefinicio de uma abstragéo estrita,

no primeiro caso Yi serd substituida por um lugar pyi € no segundo caso por uma
transicdo tyi. Desta forma, N; € denominada de refinamento estrito de N, sendo
também conhecida como “folding” (dobradura ou encapsulamento).

De maneira a facilitar a andlise de sistemas extensos, pode-se reduzir este sistema para
uma representacdo mais simplificada e que preserve as propriedades do sistema a ser
analisado. Existem muitas técnicas de transformacéo para redes de Petri. Algumas das
quais transformam redes de Petri em grafos de marcacéo e a andlise procede sobre este
grafo equivalente.

De outra forma, sga um sistema de rede S=(N,m,) entdo existe um sistema

Se= (Nd;m §> equivalente quando for seguido a aplicacdo das operagdes seguintes:

[ e

Fusdo de lugares em série (a) e Fusdo de transi¢des em série (b).

5 -1

Fuséo de lugares em paralel o (a) e Fusdo de transicdes em paralelo (b).
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KK X

Eliminac&o de lugares auto-iterativos (a) e Eliminag&o de transi¢bes auto-iterativas (b).

3.4. Propriedades das Redes de Petri

Apbs um sistema ter sido modelado por redes de Petri uma questdo obvia se apresenta :
“guais as informacbes que podemos extrair destes modelos?”. Dois tipos de
propriedades podem ser verificadas em modelos de redes de Petri: propriedades
comportamentais, ou dinamicas, as quais dependem da marcacéo inicial e propriedades
estruturais, ou estaticas, as quais ndo dependem da marcacdo inicial e Sim da topologia
darede.

3.4.1. Propriedades Comportamentais

3.4.1.1. Alcancabilidade (reachability)

Dado um sistema de rede S=(N,m,), seu grafo de acancabilidade é um grafo
oientado  RG(S)=(V,E), onde V=RS(S) e E={(mt,m$|mmd RS(S)

em %% m¢ formam o conjunto de nodos e arcos, respectivamente. Se o sistema em
rede for limitado entdo o grafo de alcancabilidade é finito e pode ser construido,
utilizando-se, por exemplo, o Algoritmo 4.1. Este algoritmo termina quando todas as
marcagdes, partindo-se da marcacdo inicia mpy, foram exploradas. No passo 2.1
assegura-se que uma marcagdo ndo tenha sido visitada mais de umavez. No passo 2.2.4
assegura-se que somente as marcagOes adicionadas a V serédo aguelas que ainda néo
foram adicionadas. Quando uma marcacdo é visitada, somente 0s arcos que representam
o disparo de uma transi¢do habilitada, a partir desta marcagdo, serdo adicionados a E no
passo 2.2.6.

Algoritmo 4.1: (Calculo do Grafo de Alcancabilidade)
Entrada: Um sistemade rede S=({N,m,)
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Saida: O grafo orientado RG(S) =(V ,E) para sistemas que se mostrarem limitados.

1. Inicializar RG(S) = ({m,},4); sendo 0 nodo My marcado como “néo visitado”

2. enquanto existir um nodo “nao visitado” em V faca
2.1. Selecione um nodo “ndo visitado” ml V e marque-o como “visitado”
2.2. para cadatransicéo habilitada, t, em m faca

2.2.1. Calcule m¢tal que m 3% m¢;
22.2. seexigirum m@ V tal que m@&%3® mde mé<t md
2.2.3. entdo o algoritmo falha e termina; (a ndo limitabilidade de S foi
detectada )
2.2.4. seno existir um m@ V tal que m¢=md
2.2.5. entdoV =V E{m¢ ; (m¢ éum nodo ndo visitado )
2.2.6. E:=EE{(m,t,md}
3. O agoritmo termina e RG(S) é o grafo de alcancabilidade

Para sistemas de rede que mostrarem-se ilimitados, o grafo de alcangabilidade RS(S)
ndo é finito e a construgdo de RG(S) nunca terminaria se ndo fosse detectada esta
condicdo no passo 2.2.2. Este passo assegura que um sistema de rede S:(N,mo) e
ilimitado se e somente se existir uma marcagdo md acancével a partir de m1 RS(S)

através de uma seqiiéncia de disparos m ¥%3® md, tal que m <t m¢. A repeticdo da
sequéncia de ocorréncias s permite concluir a ilimitabilidade do sistema devido a que
aumenta de forma estrita as coordenadas de uma marcacéo m.

m, = {1,0,0,0,0,1}

f- "i

m, = {0,1,1,0,0,1}
m,= {091909091,1} m, = {0,0,1,1,0,]}
L /
\ ; t4
m, = {0,0,0,1,1,1}

a) b)

Figura 15. Grafo de alcancabilidade. O sistema de rede SZ(N,m0> é limitado e
admite um grafo de alcancabilidade RG(S) quando verificado pelo algoritmo 4.1.

Por exemplo, dado o sistema de rede da Figura 15, a repeticdo da sequéncia de
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ocorréncias s ={tttt,} a partir de m=m,={1,0,0,0,0,1} leva para a marcacéo
m¢={1,0,0,0,0,1} ndo importando o numero de repeticbes, mantendo sempre a
igualdade m =m¢, o que permite dizer que arede € limitada.

No entanto, tomando-se o sistema de rede da Figura 16, a repeticdo da sequéncia de
ocorréncia s ={t,t,} a partir da marcacéo inicial m, ={1,0,0,0} produz a marcacéo
m,={101,0} em uma primeira iteragdo e a marcagdéo m, ={1,0,2,0} para uma
segunda iteraggo. Desta forma, constata-se que mg[p,]<m,[p,]<m,[p;] com
m,* m,* m,, caracterizando o lugar ps como ilimitado fazendo com que o Algoritmo

4.1 termine e o grafo de acancgabilidade ndo sgja construido. Outra forma de se obter
um grafo de alcancabilidade, mesmo que para sistemas de redes ilimitados € através da
construcdo de grafos de cobertura, como € dado a seguir.

3.4.1.2. Grafosde Cobertura

De forma a manter a avore de cobertura finita, introduz-se um nimero especial w, 0
gual se assemelha a definicdo de “infinidade’. Para cada inteiron, w>n, wtn=w e
w 3 w . Destaformaa arvore de cobertura é construida pelo algoritmo a seguir:

Algoritmo 4.2: (Caculo do Grafo de Cobertura)
Entrada: Um sitemade rede S=(N,m,)
Saida: O grafo de coberturaRG(S) = (V ,E).

1. Inicializar RG(S) = ({m,},A); sendo a marcacdo mg rotulada como “nova’

2. engquanto existirem marcagdes “novas” emV faca
2.1. Selecione um nodo “ndo visitado” m1 V e marque-o como “visitado”
2.2. se ndo houver pelos menos uma transicéo habilitada, t, em m
2.3. entado rotule t como transi¢do “morta”
2.4. para cadatransicéo habilitada, t, em m faca

2.4.1. Cacule md¢tal que m %% m¢;

2.4.2. se existir um m& V ta que m®%¥® md, com mqp|3 mé p| para
cadalugar p e m¢* m@, ou sgja, amarcagdo md “cobre” amarcacdo mdé

2.4.3. entdo mq p| =w paracadap onde mq p| >m¢ p|.

2.4.4. se ndo existir um mé V tal que m&=m¢

2.4.5. entdoV =V E{m¢ , onde m¢ é uma “nova’ marcacdo

2.4.6. sendo rotule amarcacéo m¢ como marcacdo “velha”
24.7. E:=EE{{m,t,md} éumaarestadem para md rotulada por t
3. O agoritmo terminae RG(S) € o grafo de cobertura

Por exemplo, dado o sistema de rede S=(N,m,) da Figura 16, as transiges t; € t;
estdo habilitadas a disparar. Fazendo com que t; dispare entdo a marcacéo
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m, ={1,0,0,0} produz a marcagdo sucessora m,={0,1,0,0}, sendo que para eda
marcacdo a transicdo tz mostrase em situacao de impasse ou morta. Disparando a
transicdo t, a partir da marcagdo mo produz a marcagdo m, ={0,0,1,1} , para a qual a
transicdo t, esta habilitada. Prosseguindo com o disparo da transicéo t4 € produzida a
marcagdo m, ={1,0,1,0} , a qual cobre a marcacdo mp passando a ser m, ={1,0,w,0} .
A partir de mz as transicbest; et estdo habilitadas. Disparando t; leva para a marcacéo
m, ={0,1,w,0} , paraaqual t3 agora se mostra habilitada. Disparando tz em my produz a
marcagao “velha” m,=m,. Por sua vez, o disparo de tp a partir de mz produz a
marcagdo mg ={0,0,w,1}, para a qua a transicdo t, estd habilitada. Finalmente,
disparando t4 é produzida a marcagdo ‘velha” m, =m,. O agoritmo termina por ndo
existir mais marcagdes novas e apresenta como saida o grafo de coberta da Figura 16c.

m, = {1,0,0,0}

N A 1000
e T~
m, = {0,1,0,0} m, = {0,0,1,1} t I
1
“morta” l 0100 0011
m, = {1,0,w,0} [
t, T~ L
L// \\\_\
m, = {0,1,w,0} m, = {0,0,w,1] L1000
f, 1, / \
i l v/ /) \&
m, = {1,0,w,0} m, = {1,0,w,0} “k/ h ‘*\ )
“velha® “velha” 01wl 00w]
a) b) c)

Figura 16. Arvore de cobertura. Dado o sistemaderede S= ( N,mo) em a) obtém-se

a arvore de cobertura em b) pela aplicagédo do Algoritmo 4.2, o qual tem saida o grafo
de cobertura dado em c).

Algumas das propriedades que podem ser verificadas diretamente sobre a avore de
cobertura CT(S) dado um sistemaderede S=(N,m,), s30 as seguintes:

O sistema serd limitado e consequentemente o grafo de alcancabilidade sera
finito se e somente se 0 niUmero w nao garecer em nenhum dos nodos da
arvore de cobertura

O sistema é dito preservado (safe) se e somente se as marcagdes mantiverem os
valores de suas coordenadas sobre o conjunto { 0,1} .

Uma transicdo € dita “morta’ se e somente se ndo aparecer como um rétulo de
umarcoem CT(S).

Se amarcacdo m for alcancavel a partir da marcacdo inicid mp entdo existe um
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nodo m¢ta que m £ md.

Se 0 sistema de rede se mostrar limitado entdo a &vore de cobertura assemel ha-
se a&rvore de acangabilidade dada pelo algoritmo 4.1.

3.4.1.3. Vivacidade (liveness)

O conceito de vivacidade esta intimamente relacionado a completa auséncia de
situacBes de impasse. Um sistema de rede S=(N,m,) é dito ser vivo ® durante a
evolugdo dindmica deste sistema, dada pela progressdo da marcagdo m alcancada a
partir da marcacdo inicial mp, as sequéncias de transicbes obtidas nesta evolucéo
mostrem-se disparéveis. Esta propriedade garante operacOes livres de situacbes de
impasse hdo importando a sequiéncia de ocorréncias escolhidas para o sistema de rede.

Vivacidade é uma propriedade ideal requerida em muitos sistemas, mas € impraticavel e
custoso verificar esta forte propriedade para sistemas extensos. Desta forma, procur a-se
relaxar a condicdo de vivacidade em diversos niveis, para 0s quais uma transicdo t em

um sistemaderede S=(N,m,) édita

LO-viva, ou morta, se t nunca podera ser disparada para qualquer seqiiéncia de
disparo dada pelo sistema.

L1-viva, ou potencialmente disparavel, se t puder disparar pelo menos uma vez
em uma dada sequiéncia de disparos.

L2-viva, dado qualquer inteiro positivo k, t podera disparar pelo menos k vezes
em uma dada sequiéncia de disparos.

L3-viva, set aparecer infinitamente em uma dada seqiiéncia de disparos.

L4-viva, set for L1-viva para cada marcacdo m alcancavel do sistema.

Um sistema de rede S=(N,m,) é dita Lk-viva se para todas as transigdes do sistema a
rede sga Lk-viva, para k = 1, 2, 3, 4. Sendo o nivel L4-viva o mais forte e
consequentemente determinando uma hierarquia de implicagdes, ou sga, o nivel 4
implica o nivel 3, que por sua vez implica o nivel 2 e finamente, este ultimo implica o
nivel 1. Também, diz-se que uma transi¢cdo é estritamerte Lk-viva se for Lk-viva, mas
ndo L(k +1)-viva, parak =1, 2, 3.

Por exemplo, para rede da Figura 16, a seguéncia de ocorréncia s, ={t} leva a
marcacdo iniciadl m, ={1,0,0,0} para a marcagdo sucessora m, ={0,1,0,0} , na qual a
transicdo t3 estd impossibilitada de disparar devido a uma auséncia de marcas no lugar
ps, caracterizando desta forma uma situacdo de impasse. Para esta sequéncia de
ocorréncia a transicdo tz € LO-viva. Sendo que para a sequéncia de ocorréncia
s, ={tttt;} arede é parcidmente L4-viva, pois esta sequéncia parte e retorna a
marcacdo inicia mp, ndo importando o nimero de repeticdes desta sequiéncia.
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3.4.1.4. Limitabilidade (Boundedness)

Um sistema de rede S=(N,m,) é dito k-limitado, cu simplesmente limitado, se o
nimero de marcas de cada lugar ndo exceder um numero finito k para qualquer
marcacao alcancavel a partir da marcagdo inicial ny, ou sgja, m[ p] £ k paracadalugar
p e qualquer marcagi® mi RG(S). Também, um sistema de rede é dito ser preservado

(safe) se for 1-limitado. Por exemplo, para a rede da Figura 15, todos os lugares
possuem marcagdes que ndo ultrapassam o valor 1.

De outra forma, dada a seqiiéncia de ocorréncias s, ={t,t,} para o sistema de rede da
Figura 16, a repeticdo desta seqiiéncia permite concluir que o lugar ps3 € ilimitado, pois
em uma primeira iteracdo a marcagao inicial mg passa para uma marcagao sucessora
m, ={1,0,1,0} e em uma segunda iteracdo para a marcagao sucessora m, ={1,0,2,0} ,

fazendo com que pelo menos uma das coordenadas homénimas das marcacbes
predecessoras sgfam menores do que as das marcagdes sucessoras diferentes, que para o

caso do lugar ps temrse que my[ p,] <m,[p,] <m,[p,] com myt m,t m,.
3.4.1.5. Reversibilidade (Reversibility)

Um sistema de rede S=(N,m,) é dito reversivel se a marcagdo inicid mo for
alcancavel a partir de qualquer outra marcacdo alcancavel mi RG(S), esta ttima por
sua vez também obtida a partir de my. Desta forma, em uma rede reversivel pode-se
sempre voltar a marcacgao inicial ou estado inicial.

A condicdo de reversibilidade, quando aplicada a qualquer outro estado que néo sgja o
estado inicial, acaba por denominar de ‘home state’ o estado para o qua se admite a
reversibilidade. De outra forma, uma marcagcdo € denominada de “home state” se para
cadamarcagdo mi1 RG(S), houver uma marcagdo md alcancavel a partir de m.

Por exemplo, dada a rede da Figura 15, a marcacdo inicid m,={1,0,0,0,0,1} é
alcancavel a partir de qualquer marcacdo sucessora de mp. Também, como outro
exemplo, dada a sequiéncia de ocorréncias s, ={t,t,t;t.} para a rede da Figura 16, a
marcacdo sucessora m, ={1,0,0,0} € igua a marcacdo inicia my, fazendo com que a
rede sgja parcialmente reversivel nesta seqiiéncia.

3.4.1.6. Confor midade (fair ness)

O conceito de conformidade deriva da expressédo “a fair mark”, ou caminho livre, por
estar conforme as regras ou padrfes. Neste sentido, uma rede de Petri é dita conforme se
houver uma sequiénciade disparos S que possa ocorrer infinitamente.
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3.4.2. Propriedades Estruturais

Propriedades estruturais so agquelas que dependem da estrutura topol 6gica de uma rede
de Petri. Estas propriedades séo independentes da marcagao inicial mp no sentido de que
elas existem para qualquer marcacgéo inicial, ou que estdo relacionadas a uma sequiéncia
de ocorréncias dada uma marcacdo inicial. Desta forma, estas propriedades podem ser
caracterizadas em termos da matriz de incidéncia C e suas equagdes homogéneas
associadas ou inegual dades.

Assume-se gue todas as redes sdo puras. O ésimo elemento de um vetor X € indicado
por x(i). Dados dois vetores x e y, entdo x > y significa x(i) > y(i) para cada i, x3y
significaque x(i)3 y(i), finaAlmente x >! ysignificaque x3y eque x(i)* y(i) para
agumi.

3.4.2.1. Limitabilidade Estr utur al

Uma rede de Petri N € dita ser estruturalmente limitada se for limitada para qualquer
marcacdo inicial mg finita. De outra forma, N sera estruturalmente limitada se e somente
se exigtir um vetor y de inteiros positivos tal que Cy £ 0. O nimero de tokens em um

lugar p m|[ p| é dado por:

m[p]=(mgy)/y|[p| (13)

onde y[ p] € 0 p-ésimo elemento de vetor solucdo y correspondente ao lugar p.

3.4.2.2. Invariancia de Lugar

Um vetor y de inteiros € denominado de S-invariante se,

Cy =0 (14)

De outra forma, um vetor y é um S-invariante se e somente se m'y =mjy para
gualquer marcacdo alcancavel m a partir da marcacéo inicial mp.

Por exemplo, dada a matriz de incidéncia da Figura 14, e desconsiderando o lugar ps de
forma a que a rede sgja pura, tem-se 0 sistema de equaces homogéneas reduzido,
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].yl Y, Y = 0
o=l oy v = 0
{ A -yYs = 0

Sendo que y; e ys S0 variaveis livres. Fazendo y, = 1 e y5 = 1 obtémse o vetor
y,={21111}, parays=0eys=1ovetor y,={101,0,1}, finamente parays=1eys

=0ovetor y, ={1,1,0,1,0} .

Somente as solucbes y» e Yys constituem um suporte minimo, indicado por
Iv.|={pr. Py P} € |ys] ={P:.. P, P}, pOr serem subconjuntos minimos linearmente

independentes do conjunto de solugdes que satisfazem a equacéo (14) e tomando-lhes
somente as coordenadas ndo nulas. Pode-se também verificar que ainser¢éo do lugar ps
no conjunto de solucdes também representa solugdes do sistema, pois para este lugar
sabe-se a priori que é invaridvel. Desta forma, o0s suportes minimos tornamse

lyl={p.. P ps P} elys| ={pu P P R}
3.4.2.3. Invariancia de Transi¢cbes

Invariancias de transi¢oes so as solucdes para 0 sistema de equagoes,

C'x=0, x30 (15)

sendo que o suporte para invariantes de transicdo, definida por x, € o conjunto de
transicOes que devam disparar a partir da marcagdo inicial mp de forma que a rede de
Petri volte a este mesmo estado inicial.

Por exemplo, considerando-se a transposta da matriz de incidéncia da Figura 14, tem-se
0 sistema de equacdes reduzidas,

1% -X = 0
Cx={ x -x, = 0
1 X, -% = 0

onde X € a Unica variavel livre. Desta forma, fazendo x = 1, tem-se pelo menos uma
solucdo ndo trivial x ={1,1,1,1} aqual nos fornece a Unica invariante de transi¢cdes deste

sistema x| ={t,, t, t;, t,} -
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3.5. Andlise

Tradicionalmente, técnicas de analise para redes de Petri podem ser classificadas como:
(1) Enumeragéo, (2) Transformagdes e (3) Analise estruturais.

3.5.1. Méodos de Enumeracao

Métodos de enumeracdo estdo baseados na construgdo de grafos de alcangabilidade
(RG) os quais representam marcagoes e disparos de transi¢des entre cada marcacdo. Se
0 sistema em rede for limitado, o grafo de acancabilidade sera finito e,
consequentemente, diferentes propriedades qualitativas podem ser verificadas. Se o
sistema em rede for ilimitado, entdo o RG é infinito e sua constru¢do ndo é possivel.
Neste caso, grafos finitos denominados de grafos de cobertura podem ser construidos.
Mesmo sendo um método poderoso, enumeracdo € sempre dificil de ser aplicado,
mesmo sobre redes pequenas, devido a sua complexidade computacional (é fortemente
combinatorial).

3.5.2. Analise por Transformacao

Este tipo de analise € obtida pela transformacdo de um sistemaderede S= ( N,mo) em

um sistema de rede S¢= <N¢m9> gue preserve um conjunto de propriedades Il a ser
verificado. O objetivo € verificar as propriedades Il em S mais facilmente do que
diretamente em S. O espaco de estados de S' pode ser maior do que de S, mas S’ pode
pertencer a uma subclasse para a qual 0 método de enumeracdo de estados pode ser
evitado.

Métodos de reducdo sdo uma classe especial de transformagdes para as quais uma
seguéncia de sistemas em rede que preservem as propriedades a serem estudadas é

construida. Esta construgéo é feita de tal forma que o sistema de rede <Ni +l,m0i1> sgja

“menor” do que a sequéncia arterior (N;,m; ).

A aplicabilidade de métodos de reducdo € limitada pela existéncia de sistemas em rede
irredutiveis. Em prética, as reducdes obtidas sGo normalmente consideraveis e permitem
gue as propriedades desgjadas sejam verificadas diretamente. Devido a existéncia de
sistemas irredutiveis este método deve ser complementado por outros.
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3.5.3. Mé&odos de Analise Estrutural

Investiga o relacionamento entre comportamento de um sistema de rede e sua estrutura,
enquanto que a marca inicia atua como um parémetro. Para esta Ultima classe de
técnica de analises, distinguem-se dois subgrupos:

Técnicas baseadas em &gebra linear e/ou programacdo linear, as quais se
baseiam na equacdo de estado da rede. Em certos casos permitem um
diagndstico rapido sem a necessidade de recorrer a enumeracao.

Técnicas baseadas na teoria dos grafos, para as quais a rede € vista como um
grafo bipartite e que sobre 0 qual € passivel de ser aplicado todo um conjunto de
algoritmos de andlise. Estes métodos s8o especificamente efetivos na analise de
subclasses restritas de redes ordinarias.

3.6. Resumo

Neste capitulo foi introduzido o formalismo de redes de Petri ordinarias. A aplicacdo
direta de redes de Petri ordind&rias na modelagem de sistemas procura extrair da
topol ogia destas redes informagdes sobre a existéncia de circuitos e sobre a inter-relacéo
destes circuitos determinados pelo comportamento do fluxo da informagéo.

Dar énfase a andlise de circuitos em detrimento de uma andlise quantitativa e
temporizada de sistemas tem como vantagem manter o método simples o suficiente para
encontrar equivaléncia entre outros métodos formais de modelagem e andlise,
ampliando desta forma, o leque de propriedades passiveis de serem extraidas de um
modelo. Por exemplo, encontra-se relacdo direta entre redes de Petri e Teoria dos
Grafos, Conjuntos Parcialmente Ordenados, Conjuntos Convexos, Matréides, Algebra
Linear, entre outros.

As principais propriedades até o momento verificadas, do formalismo de redes de Petri
gquando aplicadas a modelagem de sistemas biomoleculares podem ser assim
relacionadas:

Constitui primeiramente uma notacdo formal muito proxima da notacdo por
hipergrafos utilizada na descricdo de reacbes quimicas e bioguimicas.

A flexibilidade inserida pela propriedade de abstracdo de uma sub-rede por um
lugar, ou por uma transicéo, permite a modelagem e andlise de sistemas para 0s
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quais poucas informagdes encontramse disponiveis, 0 que € o caso das
interacOes biomol ecul ares associadas a informagdes gendmicas.

A propriedade de localidade para a qual uma transicdo ocorre dada a satisfacéo
das condicBes de entrada e saida desta transicdo assemelha-se as condicoes
impostas em balancos estequiométricos de reacdes bioquimicas.

A propriedade de concorréncia, normalmente dada pela diguncdo das
localidades de transicOes distintas permite modelar sistemas concorrentes bem
como verificar situagdes de conflito.

A verificagdo da limitabilidade do sistema permite a construcéo de grafos de
alcancabilidade, a partir do qual muitas outras propriedades podem ser
derivadas.

A verificagdo da ndo existéncia da limitabilidade do sistema, ainda assim
permite a construcdo de grafos de cobertura, a partir dos quais algumas
propriedades podem ser verificadas. Neste caso também, pode-se langar méao de
meétodos heuristicosauxiliares a busca de solugdes 6timas.

As propriedades estruturais de invariancia de lugar e invariancia de transices
permitem verificar a existéncia de sub-circuitos, ou a decomposi¢cdo de umarede
em sub-redes componentes, e seus inter-rel acionamentos.

A aplicabilidade de redes de Petri na modelagem e andlise de redes de regulacéo
gendmicas, bem como em redes descritas por reacfes metabdlicas serdo investigadas
Nnos capitul 0s seguintes.



Capitulo 4

Redes de Petri e ReacOes Bioguimicas

Redes de reagdes bioquimicas sdo definidas por uma cadeia de reagdes acopladas por
espécies quimicas reativas em comum. Em geral, o nimero de espécies reativas pode
ser muito grande, na ordem de dezenas a centenas de milhares de reacBes Ainda que
estes sistemas possam ser resolvidos pelo uso tradicional de equaches diferenciais
parciais, como é comumente feito, ndo fica evidente como que biomoléculas acoplando-
Se umas as outras originam circuitos retro-alimentados positivos, negativos e
osciladores, por exemplo. Ainda que possa existir um grande nimero de processos
interconectados, 0 nimero de moléculas chaves presentes na célula ndo € muito grande.
Geralmente encontra-se na ordem de milhares a milhGes. Esta ordem de grandeza, entre
10 ou 10°, estd muito abaixo da ordem de grandeza quando comparada a célculos que
tomam por base quantidades molares ou mesmo pico-molares, as quais estéo em torno
de ~6 x 10*2, ~10* moléculas/mol, respectivamente.

Portanto, devido a esta baixa ordem de grandeza e pelo fato de que reactes moleculares
acontecem sempre em quantidades inteiras, métodos matematicos discretos muitas
vezes mostram-se mais apropriados ao estudo destes sistemas (Reddy, Mavrovouniotis
et al., 1993; Heiner, Ventre et al., 1994; Heiner e Deussen, 1996; Reddy, Liebman et
al., 1996; Schuster, Pfeiffer et al., 2002; Will e Heiner, 2002; Voss, Heiner et al., 2003;
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Heiner e Koch, 2004; Koch, Junker et al., 2005).

4.1. Sistemas Bioguimicos

Pode-se considerar que processos bioquimicos sdo compostos por dois elementos
fundamentais. reacOes moleculares e formacdo de complexo. Estes elementos
fundamentais, dados pela notacéo de hipergrafos comumente utilizada na representacéo
de reagdes hioquimicas, encontram representacdo direta em redes de Petri, como ilustra
aFigura 17 e Figura 18, respectivamente.

aj \L/f c)

Figura 17. Mapeamento de reacdo bioquimica em (a) para a rede de Petri equivalente
em (b) e a matriz de incidéncia do sistema é dado em (c).
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Figura 18. Mapeamento da formacdo de complexo em (a) para a rede de Petri
equivalente em (b) ea matriz deincidéncia correspondente em (c).

De um ponto de vista operacional, a representacéo de reacOes bioguimicas na forma de
redes de Petri assume a conotagdo de que transigbes atuam como controladores,
enquanto que lugares atuam como variaveis de estado. Esta representacdo € uma
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abstracdo combinatorial das interagdes moleculares, definidas no espaco das reactes
guimicas, onde as transicdes definem as condicbes operacionais que devem ser
satisfeitas para que uma reacdo ocorra. Nesta representacdo grafica, uma espécie
quimica move-se de um estado para outro, sujeita as regras de transi¢des que asseguram
um equilibrio quimico.

4.2. Modelagem em Termos de Redes de Petri

Nesta secdo sera feita a modelagem da reagcdo de oxidagdo do carbono, a qua sera
utilizada nas segdes subsequientes de mareira a introduzir, exemplificar e explorar as
etapas de modelagem e andlise de reagbes quimicas em termos de redes de Petri,
exemplo este primeiramente explorado por (Heiner, Koch et al., 2004).

4.2.1. Modelo da Oxidagdo do Carbono

A reagdo de oxidacdo do carbono em mondxido e didxido de carbono ocorre através das
seguintes reagoes:

r,=2C+0,® 2CO

r,=C+0,® CO,

r,= C+CO,—— 2CO,

Q QO Q O Q *Q @O

2 2

4 _F L X

2

-
Ci} O o, O co O [8 O co O
c) d)

a) b

Figura 19. Modelo em redes de Petri das reagdes de oxidagdo do carbono. Em (a) e (b)
estao representadas as reagdesr, er,, enquanto que em (c) e (d) estdo representadas as

reac0esrs, €rsp.
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Desta forma, a reagdo rp possui trés lugares denominados de C, O, e CO. Para esta
reacao, os lugares C e O, constituem lugares de entrada e o lugar CO, constitui um
lugar de saida. A reacdo propriamente dita € representada por uma transicéo.
Conectando lugares de entrada e saida a transicdo existe um conjunto de arcos cujos
pesos correspondem aos coeficientes estequiométricos de cada espécie quimica
envolvida na reacéo. A rede de Petri dareacdo r, € obtida da mesmaforma. A reacdors,
por ser reversivel, é determinada por duas transicdesra, € r3p € suas pré e pos-condicdes
correspondentes a direcéo de cada fluxo reativo.

4.2.2. ModeloBasico

Utilizando- se das técnicas de refinamento e composicdo para redes de Petri introduzidas
no capitulo anterior obtémse 0 model o bésico em termos redes de Petri para a oxidagéo
do carbono ilustrado pela Figura 20.
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Figura 20. Modelo basico da oxidagédo do carbono em termos de redes de Petri.

A partir da fusdo dos lugares homdnimos dos modelos em termo de redes de Petri de
cada reacao chega-se a configuragéo geral do modelo para a oxidagdo do carbono. Resta
ainda definir, para este modelo, as condic¢des de entrada e saida do modelo geral. Esta
definicdo da origem aos critérios de avaliacdo do modelo que serdo explorados na secéo
seguinte. Ao definirmos um fluxo infinito para a entrada e a saida do modelo optamos
pela avaliagdo de determinadas propriedades do sistema, enquanto que a definicéo de
um fluxo finito permite uma avaliacdo mais detalhada em termos das propriedades
diné@micas e estruturais do modelo.
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4.3. Critériosde Validacao

A interpretacdo direta das cadeias de reagbes quimicas para redes de Petri leva a
estruturas de rede que podem apresentar comportamentos distintos no que se refere a
limitabilidade ou ilimitabilidade do sistema e todos os efeitos delas decorrentes sobre as
propriedades passiveis de serem observadas a partir do modelo. Desta forma, na
seqliéncia, serdo definidos trés critérios de avaliacdo de modelos com base na definicdo
das entradas e saidas do sistema denominados de ilimitado, limitado e misto.

4.3.1. Modelo [limitado

Este critério € baseado sobre hipoteses fracas quanto ao fluxo de entrada e saida do
sistema. Assume-se que o fluxo dos componentes primarios e auxiliares sgja infinito
nao-enumeravel.

C 0,

co C0,

$ CO § CO,

Figura21. Modelo da oxidacdo do carbono concebido a partir do critérioilimitado.

A entrada do sistema é feita por transi¢cdes que ndo possuem pre-condigdes, constituindo
uma fonte infinita de marcas. Da mesma forma, a saida € feita por transi¢des que néo
possuem pés-condigdes um sumidouro infinito de marcas.
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4.3.2. Modelo Limitado

Este critério é baseado sobre hipoteses fortes quanto ao fluxo de entrada e saida do
sistema. Assume-se que o fluxo dos componentes primarios sgjafinito e que o fluxo dos
componentes auxiliares sga finitamente suficiente. Para tal, € considerado as relactes
guantitativas ou de balango entre os fluxos de entrada e saida do sistema, como no
célculo de balango ilustrado pela Figura 22.

r) 2 + 0O, — 20

Ry C + 0, — CcO,
) C + o, — 200,
ry) 200, = + CO,
r) iC + 20, — 200 + CO,

Figura22. Célculo da equacao geral do sistema de oxidac&o do carbono.

Desta forma, a partir da equacéo geral do sistema é também construida a rede de Petri
equivalente a esta equacdo. Obtendo-se a inversa da equacéo geral e consegientemente
a rede de Petri correspondente a equagdo inversa, pode-se gerar uma estrutura de
repeticdo das condigdes de entrada e saida, mantendo-se o fluxo finito.

Qs O
0y Yoo
e e
©«Q O

Qe

{ZII:O
: 2
L —O—{]
3 i 3
co O repete micie inicia -O c

Figura 23. Inversa da equacdo geral do sistema de oxidagdo do carbono, r.. A
transicéo r, € substituida pelas transi¢desr, (repete), r; (inicia) e pelo lugar inicio.
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Aplicando a técnica de composicdo para redes de Petri atransicdo r; foi substituida por
um conjunto transi¢ao-circunscrita, no qual estéo inseridas astransigbesrp er; e o lugar
inicio, sem aterar a seméantica da rede.

imicia

imicio
1 -J" P
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Figura 24. Modelo da oxidagdo do carbono limitado. O fluxo de entrada e saida do
sistema esta subordinado a equacdo geral do sistema, tornando-o finito e
reinicializavel.

O modelo limitado é entdo obtido impondo-se as entradas e saidas as condicdes
descritas pela equagdo inversa e pelo ciclo de repeticdo introduzido pela sub-rede de
substitui¢céo datransi¢do ri, conforme ilustrado pela Figura 24.

4.3.3. ModeloMisto

Este critério € baseado sobre hipoteses firmes quanto ao fluxo de entrada e saida do
sistema. Assume-se que o fluxo dos componentes primarios sgja infinito-enumeravel e
gue o fluxo dos componentes auxiliares sgjafinitamente suficiente De outra forma, este
critério € uma combinac@o dos critérios ilimitado e limitado quanto a imposicdo de
condicdes aos fluxos de entrada e saida do sistema.
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4.4. Andlise

O modelo limitado da oxidac&o do carbono construido na secéo anterior sera utilizado
nesta secdo0 como objeto de estudo da andise por redes de Petri considerando-se as
técnicas de andlise das propriedades comportamentais e estruturais introduzidas no
capitulo anterior.

4.4.1. Analise Comportamental

A analise comportamental baseia-se primeiramente na obtencdo do grafo de
acancabilidade para sistemas limitados e no grafo de cobertura para sistemas ilimitados.
A partir da existéncia destes grafos é entdo possivel derivar propriedades relacionadas
tals como:

Vivacidade, sendo a propriedade que assegura a completa auséncia de situagoes
de impasse em um sistema. Entdo, se torna uma propriedade requerida na andlise
de sistemas biolégicos, pois garante que todas as reagdes (transicdes) irdo reagir
(disparar), ndo importando o estado sucessor obtido a partir do estado inicial do
sistema.

Limitabilidade, sendo a propriedade que determina se 0 nimero de marcas em
um determinado lugar € limitado, tem como conotagdo andoga a limitabilidade
da concentracdo de um determinado metabdlito durante a evolucdo dindmica do
sistema.

Revershbilidade, sendo a propriedade que determina se o sistema estando em
um estado sucessor qualquer possa retornar ao estado inicial, ou a um estado
intermediario determinado, torna-se uma propriedade importante na andlise de
reacoes bioguimicas ou cadeias de reacdes biogquimicas reversiveis.

4.4.1.1. Grafo de Alcancabilidade

Para 0 exemplo do modelo limitado da oxidagdo do carbono e aplicando-se o algoritmo
4.1, obtémse o grafo de alcancabilidade dado pela Figura 13. Por estes dois grafos €
possivel perceber que as reacdes ry er; estdo em conflito estrutural peloslugares C e O,
do modelo. Mas, devido a concentracdo (marcacdo) destes elementos no estado m;
passam a ser a ter uma concorréncia comportamental, ou dindmica. No entanto, estas
mesmas reacdes a partir das concentragdes do estado mz encontramse em conflito
dindmico e estrutural. Também, a partir do estado mz astransi¢cBes r; e rs, encontram-se
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em conflito dinamico.

Quanto as propriedades de interesse sob andlise, este modelo demonstra ser Vvivo,
limitado e reversivel.
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Figura 25. Grafo de alcancabilidade para o modelo limitado da oxidagéo do carbono.
Asreacdesryer, apartir do estado m; estdo em concorréncia dindmica, enquanto que
estas mesmas reagdes a partir do estado mz estdo em conflito dindmico e estrutural.

4.4.2. Andlise Estrutural

A andlise estrutural baseia-se na topologia da rede permitindo verificar a existéncia de
circuitos, os quais podem determinar o equilibrio na distribuicdo de metabdlitos,
invariantes de lugar, bem como o equilibrio na seqiiéncia de reagdes, invariantes de
transicdo. Também, a partir da identificacdo destes circuitos pode-se fazer uma
decomposicdo da rede em slb-redes menores o que permite uma analise independente
de cada circuito e suarelacéo de interconex&o a outros circuitos da rede.

Invariancia de L ugar, sendo a propriedade que identifica o conjunto de lugares
para 0s quais permanece preservada a relacdo estequiométrica do conjunto de
marcas destes lugares. Também, um lugar que pertenca a um vetor de
invariancia é garantido que sgja limitado.

Invariancia de transicdes, sendo a propriedade que identifica uma sequiéncia de
transicdes que ndo altera o equilibrio das marcagdes contidas nesta seqiiéncia
pode ser associada ao equilibrio estavel no fluxo de substancias em uma dada
sequiéncia de reacoes.
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4.4.2.1. Invariantes de Transicao

Para 0 exemplo do modelo limitado da oxidacdo do carbono e aplicando o algoritmo
para identificacdo de invariantes de transicdo, obtémse 0 seguinte conjunto de
invariantes:

1. Invariante de transicdo X, ={r,,,r;,}, correspondente ao circuito interno da
reacao reversivel rs.
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Figura 26. Circuito correspondente ainvariante de transico X, ={rs,,l4} -

2. Invariante de transigdo x, ={inicia, 2r,,r, ,repete} , correspondente ao circuito

de producéo de monoxido e didxido através das reagdes r e rap, sendo que para
cada ocorrénciade rap, r1 ocorre dues vezes.
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Figura 27. Circuito correspondente a Invariante de transigdo X, ={inicia, 2r,,r,, , repete} .
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3. Invariante de transicdo X, ={inicia, 2r,, ,,repetg , correspondente ao circuito
de producdo de mondxido e dioxido de carbono através das seqiéncias de
ocorréncias s, ={r,r,l,} ou s,={r,nr.}, quando se ignora as transicdes de
inicio e repeticdo, sendo que para cada ocorréncia da reacdo rs, a reacéo r»

ocorre duas vezes.
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Figura 28. Circuito correspondente ainvariante de transicdo X, ={inicia, 2r,, ., repete .

4. Invariante de transicdo x, ={inicia, r,,,repetd , correspondente ao circuito de
producdo de mondxido e didxido de carbono através das sequéncias de
ocorréncias s, ={rr,} ou s, ={r,r} relativasasreagdesry er..
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Figura 29. Circuito correspondente ainvariante de transigo X, ={inicio, t, I,, repete .
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4.4.2.2. Invariantes de Lugar

Invariantes de lugar indicam o equilibrio do fluxo de substancias ym =ym, para

gualquer estado alcancavel m obtido a partir do estado inicial mg, ndo importando a
freqgiéncia de ocorréncias das transicbes neste circuito. Por exemplo, para o modelo
limitado da oxidac&o de carbono obtém-se duas invariantes de lugar:

1. Invariante de lugar y, ={4inicio,20,,CO,2CQ,} , correspondente ao circuito de
preservacdo do oxigénio.

Figura 30. Circuito correspondente ainvariante de lugar Y, ={4inicio,2CO,CO, 2CO,} .

2. Invariante de lugar y,={3inicio,C,CO CQ,}, correspondente a0 circuito de
preservagao de carbono.
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Figura 31. Circuito correspondente ainvariante delugar y, ={3inicio, C,CO,CQO,} .
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4.5. Resumo

Neste capitulo foi introduzida a modelagem de sistemas biogquimicos em termos de
redes de Petri. Foi possivel verificar que a notacdo em termos de hipergrafos
comumente utilizada na descricdo de reacdes bioquimicas encontra equivaléncia direta
no formalismo de redes de Petri.

Este mapeamento da notacdo de reacbes quimicas para redes de Petri ndo constitui todo
0 processo de modelagem. Apds a obtencdo do modelo primario torna-se necessario a
aplicacdo de critérios as entradas e saidas do modelo. A definicdo destes critérios levaa
trés tipos de modelos: o ilimitado, o limitado e o misto. A diferenciacdo destes critérios
€ dada pelo carédter das hipéteses formuladas sobre os elementos primarios e auxiliares
de uma reacdo, o qual pode ser: fraco, firme ou forte. Um caréter fraco assume que 0s
elementos primérios e auxiliares sdo infinitos ndo-enumeraveis. Um carédter firme
assume que o0s elementos primarios sejam finitos, enquanto que os elementos auxiliares
sgjam infinitos ndo-enumeraveis. Finamente, um carater forte assume que os elementos
primarios e secundérios sgjam finitos numeraveis, sendo que neste caso a quantificacdo
da relacéo entre entradas e saidas é dada pelo caculo do balanco estequiométrico das
reacoes.

Como um primeiro exemplo foi utilizado as reagBes quimicas de oxidacdo do carbono
em dioxido e mondxido de carbono. Para este caso, 0 modelo basico obtido foi
modificado de maneira a ser enquadrado no critério de andlise limitado. Este modelo
limitado foi entdo submetido aos procedimentos de andlise dindmica e estrutural de
redes de Petri. Na andlise dindmica foi possivel construir o grafo de alcancabilidade a
partir do qual foram verificadas as propriedades que dependem da marcacao inicial do
sistema, tais como: vivacidade, reversibilidade e limitabilidade. Na andlise estrutural
foram verificadas as invariantes de transicdo e de lugar, as quais permitem identificar os
sub-circuitos minimos que compdem a rede e suas inter-rel agoes.

O préximo capitulo introduz um método formal de modelagem e andlise de redes de
regulacdo da expressdo génica que captura o cardter légico presente em redes de
regulacao e sua correspondente transcricao para redes de Petri.



Capitulo5

Redes de Regulacao Génica

Neste capitulo é apresentado o formalismo de Grafos Regulatérios introduzido por René
Thomas e seus colaboradores (Thomas, 1991; Thieffry e Thomas, 1995; , 1998) para
modelagem e andlise de redes de regulacdo gendbmicas. Em seguida, a partir de um
exemplo de redes de interagdo génica este formalismo € explorado de maneira a
verificar a caracterizacdo das equagdes de estado e dinamicas do sistema. Uma vez
obtido o modelo em termos de grafos regulatorios, este é transcrito para o formalismo
de redes de Petri segundo os critérios definidos em (Chaouiya, 2004; Remy, Ruet et al.,
2005; Simao, Remy et al., 2005). Estes mesmos procedimentos seréo aplicados no
capitulo seguinte de maneira ase obter 0 modelo de regulagcdo da biossintese do
triptofano em termos de redes de Petri.
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5.1. Grafosde Regulacéo

Como em muitos outros campos, também na biologia circuitos retroativos
desempenham um papel crucia. Retroagdo € a base geradora da complexidade
dindmica, na qual se incluem a multiestacionariedade, a periodicidade smples e
complexa, e, por conseguinte o caos. Sendo assim, a questdo colocada por Thomas &
“Como tratar apropriadamente sistemas que apresentam uma multiplicidade de
circuitos retroativos interligados?”. Uma resposta simples a esta questéo € a de utilizar
sistemas de equagdes diferenciais. Mesmo assim, em funcéo do cardter ndo linear, estes
sistemas ndo podem ser tratados de forma analitica e sim sdo calculados para uma
determinada precisdo numérica. Mas, esta precisdo pode ser enganosa, pois a escolha de
parametros e a funcdo de aproximagdo sempre terdo que ser “inventados’ e, por
conseguinte diferentes dinamicas podem ser originadas para pegquenas variagdes nos
parametros.

Diferente da idealizac&o linear, a qual apropriadamente pode ser aplicada somente para
a vizinhanca dos estados estéveis do sistema, uma idealizacdo com base em uma
descricdo l0gica aproxima-se infinitamente a0 cardter ndo linear do sistema. Pois,
descricOes logicas utilizam variaveis que assumem um numero limitado de valores, que
para 0 caso Booleano encontra-se entre 0 e 1. Inicialmente esta descricéo aparenta ser
uma caricatura grosseira do sistema, mas logo se mostra ndo ser 0 caso quando se
percebe que em fendmenos bioldgicos, a maioria das interagdes biomoleculares exibem
um comportamento duplamente ndo linear, ou sga, um regulador € geralmente
ineficiente abaixo de um fator de limiar e o efeito do regulador rapidamente € percebido
acima deste fator. Este comportamento resulta em uma funcdo sigmoidal, a qual é
caracterizada pelo fator de limiar ditado pela concentracéo do regulador e pelo patamar
ditado pelo efeito do regulador.

a) b} c)

Figura 32. ldealizacdo linex (a); Comportamento sigmoidal relacionando a
concentracéo do regulador e seu efeito (b); Idealizacdo l6gica, a qual é infinitamente
néo linear.

Tais ndo linearidades sdo responsaveis pelas dificuldades introduzidas no tratamento de
sistemas de equagdes diferenciais e a0 mesmo tempo constituem elementos essenciais
de muitas propriedades destes sistemas. Desta forma, a descricdo |6gica de sistemas néo
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lineares aproxima-se muito fortemente do comportamento exibido por estes sistemas e
preserva suas propriedades, ainda que qualitativamente.

Na sua forma mais simples, a descri¢do légica associa uma varidvel légica x a cada
elemento do sistema. Esta variavel 10gica assume o valor 1, indicando que o produto de
um gene esta “presente”, quando a variavel real x correlata exceder o fator de limiar q.
Da mesma forma a varidavel x assumira o vaor 0, indicando que o produto do gene esta
“ausente” quando avariavel real x estiver abaixo do fator de limiar q .

O estado do sistema pode entdo ser descrito por um vetor de varidveis logicas [X, Y,
z,...], ou vetor de estados, o qual fornece valores |6gicos em uma ordem definida. Por
exemplo, o vetor 010 descreve 0 estado para 0 qual 0 demento x esta “ausente”, o
elemento y et “presente”’ e o0 elemento z esta “ausente”.

O conceito de tempo é introduzido pelo vetor de estado sucessor [X, Y, Z]:+ 1, para cada
valor do vetor de estado [x, Y, Z]i. Esta descricdo sincrona ndo se mostra realista para
sistemas biolégicos, pois assume que cada estado I6gico possui um Unico estado
sucessor e ndo admite nenhuma escolha (bifurcagcéo) entre estados, também assume que
todas as reacdes ocorrem simultaneamente.

5.1.1. Funcao L ogica

Outra forma de descrever a evolucao do sistema a partir de um vetor de estado inicia se
da pela adocdo de uma fungéo I6gica, sob aforma,

X=fKxy2,Y=1Kxy32, Z=1,(xy,2) (16)
as quais sdo construidas a partir do gafo de interagdo, onde uma interagéo de ativacao

remete a variavel sob esta agéo para o valor 1 e umainteracdo de inibicdo remete parao
valor 0. Por exemplo, para o grafo de interacbesda Figura 33,

X
&

Figura 33. Grafo de regulacdo génica. Onde, x, y e z sdo produtos dos genes X, Y e Z,
respectivamente. Setasindicam uma ativagdo e barras uma inibicéo.

significa que para o sistema considerado, o produto do gene X, ou sga X, € sintetizado
se e somente se 0 produto z estiver ausente, 0 produto y é sintetizado se e somente se 0
produto x estiver presente e 0 produto z € sintetizado se e somente se 0 produto y estiver
ausente. Para o exemplo, as funcdes |6gicas sdo dadas por,
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X=z,Y=Xx,2Z=y a7

Destaforma, o estado do sistema é dado pelas possiveis combinacdes dasinteracdes de
entrada exercidas pelos produtos dos genes e a evolugdo do sistema pela aplicagdo da
funcdo 16gica de saida que determina os estados dos genes.

Tabela 2. Espaco de estado dos produtos versus espaco de estados dos genes.

Produtos Genes
x y z|[X=f@ Y=fK Z=fy)
O 0 O 1 0 1
O 0 1 0 0 1
O 1 O 1 0 0
o 1 1 0 0 0
1 0 0 1 1 1
1 0 1 0 1 1
1 1 O 1 1 0
1 1 1 0 1 0

A presenca do produto da expressdo de um gene ndo se faz presente de forma imediata,
bem como apos a inibicdo deste mesmo gene seu produto ainda persiste por um tempo.
Desta forma, ndo existe razio para que dois genes possuam 0 mesmo atraso associado a
seus estados logicos de ligado e desligado. Esta observacdo permite uma descricao
assincrona da evolucdo do sistema, para a qual se assume que todos 0s atrasos sdo
diferentes, salvo mera coincidéncia. Por exemplo, a condicéo inicial 000 indica que
guando todos os produtos estiverem ausentes os genes X e Z estéo ligadose o gene Y
dedligado, 0 que corresponde a saida 101 da Tabela 2.

Tabela 3. Chamada para mudanga de estado indicada pelos sinais “+” ou “-“.

Produtos Genes
x y z|X=f@ Y=HK z=f@)
6 0 6 1 0 1
0O 0 1 0 0 1
6 1 0 1 0 0
o 1 1 0 0 0
1 6 6 1 1 1
1 6 1 0 1 1
1 1 0 1 1 0
1 1 1 0 1 0

Para este mesmo exemplo, existe uma chamada para que os produtos dos genes X e Z
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sgjam sintetizados. Sendo que, a existéncia desta chamada pode ser verificada toda vez
gue houver mudanca nas coordenadas homonimas entre 0 espago de estados dos
produtos e o espaco de estados dos genes. A variagdo de cada coordenada ird indicar se
a chamada sera de ativacéo ou de inibicdo e pode ser representada pela inser¢do dos
snais “+” ou “-* sobre a coordenada correspondente. Esta representacdo, embora
redundante para 0 caso binério, torna-se essencial para sistemas de mais de dois estados
|6gicos.

5.1.2. Estado Légico Estavel

Pode-se observar na Tabela 3, nas linhas sombreadas, que dois estados ndo indicam
chamadas para mudanca de estado, devido as coordenadas dos produtos serem idénticas
as coordenadas dos genes, e isto caracteriza dois estados |6gicos estaveis.

Segue imediatamente deste exemplo que a multiestacionariedade é resultante de
circuitos retroativos positivos, como pode ser verificado pelos sinais das interagoes da
Figura 33. Neste caso, o sistema pode escolher entre dois atratores, o estado estavel 001
no qual somente o gene Z permanece ligado e o estado estédvel 110 ondeosgenes X e Y
permanecem ligados e o gene Z desligado. Esta propriedade ndo depende do nimero de
elementos no sgstema e sim da paridade das interacBes de inibicdo, ou melhor, das
interagdes negativas (Thomas, 1991).

5.1.3. Sequéncias Temporais de Estados L 6gicos

A partir databela de estados € possivel derivar seqiiéncias de estados | 6gicos originando
um grafo de transi¢cbes de estados, a partir de um dado estado inicial. Por exemplo,
partindo-se do estado 000 existe uma chamada para sintetizar X e outra para sintetizar z.
Dependendo de qual chamada é realizada primeiro, é gerado inicialmente o grafo,

100
000

~ 001

onde se percebe que mesmo o estado 000 tendo como imagem 101, o proximo estado
pode ser 100 ou 00L. Isto caracteriza que a imagem de um estado sendo de alguma
forma uma projecdo de um estado futuro, necessariamente ndo é coincidente com o
proximo estado sucessor.
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e
(0

Figura 34. Grafo de transicéo para o sistema da Tabela 4.

A Figura 34 apresenta o grafo de transicdo completo para o grafo de regulagéo dado
pelaFigura 33.

5.1.4. Definicéo Generalizada

Um grafo de regulagdo é um grafo rotulado onde vértices representam genes, ou
entidades moleculares que participam na regulacdo génica, e arcos representam
interacfes entre genes. Em cada arco, rétulos indicam as condigdes para as quais uma
interacdo torna-se funcional, conjuntamente com o sinal desta interacéo.

Definicdo 5.1. Um grafo de regulagdo € um grafo orientado dado pela 4-tupla
RG =(G,1,1,s), onde:

G € um conjunto finito de vértices, os quais representam genes ou entidades
moleculares que participam ativamente no processo de regulacéo.

| € um conjunto finito de arcos definidos para | i Gx G, os quais determinam
as interagOes entre genes.

| € um conjunto de numeros inteiros positivos definido para o intervalo
| ={1,2,3,...,max}, onde max; representa o nivel maximo de expressdo de um
determinado gene g; em G.

S € um numero inteiro definido para o conjunto s={-1,0,+1}, onde s = {-1}
representa uma repressao, S= ¢ uma ativagéo e s = {0} uma indeterminagao.

Desta forma umainteragdo | =(g;, g;,1,s) € descrita pelainteragdo de um gene fonte g;

sobre um gene avo g;, pelo intervalo discreto | para o qual esta interagdo iré atuar, ou
sga tornar-se funcional, e pelo sina s designando se ira ocorrer uma ativacdo ou
repressdo génica. Ainda, uma interacdo pode estar sujeita as seguintes condi¢coes:
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Para todo gene de origem gi em G e para todo valor discreto |, do intervalo de
expressdo O£ |, £ max de g; existe umainteracdo Iy partindo de g; tal que 0<I, £1.

De outra forma, existe uma correspondéncia biunivoca entre os nivels de expressdo de
um gene e seu numero de interacOes sobre outros genes e que todo nivel de expresséo
ndo trivial de um gene corresponde a um fator de limiar a partir do qual o gene torna-se
atuante e a interacdo é dita funcional.

Seja A o conjunto de interagBes exercidas sobre um gene alvo e X um subconjunto de
A, entdo X é admissivel se ndo apresentar interacbes gque tenham o mesmo gene de
origem atuando sob um mesmo intervalo.

O mapeamento l6gico K : X ® | entre uma entrada admissivel X e o nivel de expresséo
| indica o nivel de expressdo com o qual o gene alvo iraresponder a esta entrada.

Nota 1. Para um dado gene dvo g; aauséncia de uma interagdo de inibigdo sobre este
gene leva seu nivel de expressdo a progredir para o seu limite maximo de expresséo o
que corresponde a K(A) =1, para 1£1, £ max; .

Nota 2: Quando X for um subconjunto ndo admissivel de A , entdo K;(X)=0.

5.1.5. Representacao Gréfica

Para 0 exemplo da Figura 35, o conjunto de genes € dado por G ={a,b,c}, com
max, =2, max, =1 e max, =1. O gene a € um regulador dual, ou seja, ele ativa ou

inibe o gene b dependendo do contexto. O geneb ativa o gene ¢, bem como a si proprio,
enguanto que o gene c inibe o gene a.

Figura 35. Grafo de regulagdo. Nodos representam genes, arcos interacdes. Setas
representam uma acgao de ativacgao e barras inibigao.
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Para este exemplo, existem cinco interages. |, =(a,b1,+1), 1,=(a,b2,-1),
[,=(b,b1,+), I,=(bcl,+l) e I,=(c,al,-1). Paa 0 gene a, 0 conjunto de
interacbes de entrada é dado por A, ={l.}, cujo subconjunto €& dado por
X, ={£&£{l:}}, sendo que o gene c tem como conjunto de entrada A_={l,} e
subconjunto X, ={A&{l,}}, finAmente o gene b tem como conjunto de entrada

Ay ={11.15, 15} e Xy ={A{F L L {1 1)

A aplicacdo da funcdo légica para 0 gene a quando as interacOes de entrada forem
vazias é dada por K, (/)= 2, pois ndo existe nenhuma interacdo que impeca seu nivel
de expressdo de progredir para seu valor maximo, enquanto que K, ({l.}) =0, poiso

gene c esta atuando sobre o gene a levando-o a um decremento de seu nivel de
expressao para um valor minimo.

5.1.6. Dindmica do Sistema

Sejam |g;| =1, um valor discreto do intervalo de expresso |, ={0,1,2,...,max} do gene
g de fomaque O£I, £1 e o vetor de estado inicid x, =(l, .l .l ..., 1) onde I,

representa o nivel de expressdo inicia do gene g;, entdo resta-nos a seguinte questao:
Quais serdo os estados sucessores acancados pelo sistema? Para responder a esta
guestdo primeiro representamos por e 0 espaco de estados tal que,

e={{X X % ....%} [0£X £ n} (18)

Para um dado estado x; em e e para um determinado gene alvo g, existe um conjunto
de interacdes de entrada admissiveis ng (x) atuando sobre g; tal que,

ng (Xi):{{xgj17xgj2""’ngi} " (9, gjilki S)T X.1£1, £max} (19)

O conjunto de interacOes de entradas atuantes ng (x) € denominado de conjunto de

instrugdes para 0 estado Xx; e sobre este conjunto € entdo aplicado a funcdo logica
K(ng (x))=I,, a qual faz o mapeamento 16gico de cada instrucdo para um nivel

discreto de expressdo do gene alvo g;.
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Tabela 4. Espaco de estados para o grafo de regulagéo da Figura 35.

Estados x; Instrucdes Parametros
a b c XalX) Xp(Xi) Xe(X) K(Xa(x)) K(Xb(x)) K(X(x))
0 O 0 1] 1] 1] 2 0 0
0 O 1 {15} (] ] 0 0 0
0 1 0 @ {l3} {14} 2 1 1
0 1 1 {15} {13} {12} 0 1 1
1 0 0 @ {1} 0] 2 1 0
1 0 1 {Is} {1} 0] 0 1 0
1 1 0 @ {1} {1s}} {14} 2 1 1
1 1 1 {15} {1} {1s}} {14} 0 1 1
2 0 0 (%] {15} %] 2 0 0
2 0 1 {15} {15} %} 0 0 0
2 1 0 %) {{12} {1s}} {14} 2 0 1
2 1 1 {15} {12} {13}} {12} 0 0 1

5.1.6.1. Dindmica Sincrona

Sob a dindmica sincrona, a cada intervalo de tempo, todas as chamadas de mudanca de
estado sdo executadas simultaneamente. Como resultado, cada estado possui exatamente
um estado sucessor. Do ponto de vista biolégico, isto implicaria que todos 0s processos
biomoleculares deveriam ocorrer em quantidades de tempos iguais, 0 que se mostra
irreal e constitui somente um artificio de ssmulagéo.

Segla x, =(e,F) o grafo de acangabilidade sincrona, onde e = (X,,X;,X%,,..., X) € 0
espaco de estados, x =(l, |, ....,,) 0 estado corrente onde |, € o nivel de expressdo
atual do gene g; definido paraointervalo O£ I, £ max, X, (x) o conjunto de entradas
atuantes sobre um gene alvo g;, K(X, (x)) o vaor de respostade g, a suas entradas
definido no intervalo O£ ij £max, , entdo exiseum arco f1 F do estado X paraum

Unico estado sucessor x,, obtido da atualizag&o simultanea de suas coordenadas tal que,

P s K(X, (%) =1,
= (g e l) = h 1 s K(X, (%)) <ly (20)

TIK +1 se K(Xgi()g))>lK

Para o exemplo, no estado inicial X, =(0,0,0) o nivel de expressdo corrente do gene a €
l,, =0 e paraeste estado K(X,(A) =2, K(X,(A) =0, K(X.(4H) =0, entéo existe
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uma chamada para incrementar de uma unidade o nivel de expressdo correspondente a
coordenada do gene a, levando ao estado sucessor x = (1,0,0). Procedendo-se da

mesma forma obtém-se o grafo de transi¢céo sincrono ilustrado pela Figura 36.

- 4+
My —> 1)
A |

v

-
-

201 <— 210
Figura 36. Grafo de transi¢ao sincrona para o grafo de regulagéo da Figura 43,

Nota 3 Pela definicdo deste método, entende-se que o incremento ou decremento do
nivel de expressdo de estado para estado ocorre de uma unidade. Pela definicdo, a
funcdo de mapeamento K € um indicador do acréscimo ou decréscimo do nivel de
expressan, bem como do patamar para 0 qua tende o nivel de expressdo, mas a
evolucdo do sistema sempre ira ocorrer em passos de uma unidade.

5.1.6.2. Dinamica Assincrona

Segja x, =(e,F) o grafo de transi¢cdo assincrona, onde e = (X,,%;,%,,..., X) € 0 espago
de estados, x =(l, | ,...,1,) 0 estado corrente onde I, € o nivel de expressdo atual do
gene g definido para o intervalo O£1, £ max, X, (x) o conjunto de entradas
atuantes sobre um gene alvo g;, K(X, (X)) o vaor de respostade g, a suas entradas
definido no intervalo O£ ij £ max; , entdo existe umarco f1 F doestado x paracada

estado sucessor x,, sempre que K(X, (x))* I, e I, de cada novo estado atualizado
COMO Segue,

-1 s K(X, (%)<,
Xy = (e e el ) =1 OU 1)

Io+1 s K(X, (X)) >,

Para o exemplo, no estado inicial X, =(0,0,0) o nivel de expresséo corrente do gene a €
l,, =0 e paraeste estado K(X,(A) =2, K(X,(A) =0, K(X.(4H) =0, entéo existe
uma chamada para incrementar de uma unidade o nivel de expressdo correspondente a
coordenada do gene a, levando ao estado sucessor x, = (1,0,0) . Tomando-se X, COMo 0
estado atual, e sendo que para este estado K(X,(AB)=2, K(X,({l})=1,
K(X. (&) =0, entdo existe uma chamada para incrementar o0 nivel de expressio do
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gene a, levando ao estado sucessor x, =(2,0,0) e uma chamada para incrementar o
gene b levando a0 estado sucessor x, =(1,1,0) . Procedendo-se da mesma forma para
cada novo estado obtém-se o grafo de trarsi¢éo assincrona ilustrado pela Figura 37.

+ ++ + + §
000 > 100 > 110 > 111
T A A |
i A — W
001/ 200¢—210 / 011

Y ~

101 < 201 < 211

Figura 37. Grafo de transic¢éo assincrona para o grafo de regulagéo da Figura 35.

Desta forma, a conexdo entre dois estados difere somente pela mudanca de uma
coordenada. Também, em um grafo assincrono um arco representa uma Unica chamada
para atualizacdo de estado.

5.2. Transposicao para Redes de Regulacao

Na representacdo de grafos regulatorios em termos de redes de Petri utiliza-se dois
lugares complementares para cada gene, um representando a presenca do produto da
expressao do gene e outro a auséncia deste produto. Conectando estes lugares também e
definido duas transi¢cdes, uma que incrementa o nivel de expressdo do gene e outra que
decrementa este nivel. Desta forma, considerando-se um grafo regulatério para o qual
cadagene g possua M, +1 niveis de expressdo significativos e sendo  x 0 nivel de

expressdo corrente definido no intervalo 0 £ x, £ M, , de maneira que:

Paracada g,1 G existe dois lugares complementares, representados por g, e
§i , tal que 0 numero de marcas de ambos os lugares totalizam M., ou sga, g,

possUi X Mmarcas, enquanto que g, possui M, - x. marcas.

A cada pardmetro K (X), com 1£i£n e XIi A() corresponde duas
transicBes, t/ e t;, . Ambas estdo habilitadas se as interagbes em X estiverem

atuantes e em A())\ X ndo estiverem. Desta forma, existem |A(i)| lugares
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conectados por arcosdetestea t;, eat;, , de maneira que:

Para todo (gj,sj)T X,acondicdo x;3s; dever ser satisfeita de maneira a
assegurar que a interagdo esteja atuante, sendo o lugar g; um lugar de entrada
conectado a um arco de teste com peso s;.

Para todo (évj,sj)i A@)\ X, a condicio X;£s,-1 dever ser satisfeita de
maneira a assegurar que a interacdo ndo esteja atuante, sendo o lugar gNJ um
lugar de entrada conectado por arcos deteste depeso M - s; +1.

Se x 3 K/(X) +1, entdo atransicdo t;, esta habilitada e decrementa o nivel de

expressao do gene g, , levando uma marcade g, para 5, .

Se x £ K (X) - 1, entdo atransigdo t, estd habilitada e incrementa o nivel de

expressio do gene g, , levando umamarcade g, para g, .

Se x =K, (X), entéo nada acontece.

5.2.1. Regulacdo do Nodo a

Sobre 0 nodo a exerce uma interacdo: o0 gene ¢ no nivel 1leva a um decremento da
expressdo do gene a. O conjunto de partes das interacfes atuantes sobre 0 gene a € dado
por X, ={A{l:}} . Neste caso, a fungéo |6gica descrita pelas combinagdes do conjunto
de partes € dada por uma Unica variavel,

fa(Xa) = |5

A funcdo ldgica para o0 caso que nenhumas destas interagBes estejam atuando sobre o0
gene a é dada por,

f0B =T,

Desta forma, existirdo duas transi¢es t; e tp, cada qual representando a presenca ou
auséncia das interagOes de entrada sobre 0 gene a, como dado a seguir pela Tabela 6.
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Tabela 5. Transi¢des correspondentes as interacfes atuantes sobre o nodo a.

Transicéo Instrucgéo Parametro
4 {15} 0
t2 { |5} 2

Figura 38. Rede de regulagéo do gene a.

A rede de Petri da Figura 38 representa o conjunto de pré e pés-condicdes das transicdes
t1 etz que regulam o gene a.

5.2.2. Regulacéo do Nodo b

Sobre 0 nodo b exercem trés interagdes. 0 gene a no nivel 1 leva a um incremento da
expressdo do gene b e no nivel 2 leva a um decremento. Ainda, o gene b no nivel 1 leva
a um auto-incremento. O conjunto de partes das interaces atuantes sobre o gene b é

dado por X, ={A&{l}{L}.{l}.{l.1} {11105 {115,150} Neste caso, a

funcéo |ogica descrita pelas combinagdes do conjunto de partes pode ser minimizada
pelo teorema A+ AB=A+B,

fo(X,) =l +hL+ L+, L+ 0+ L,

=1, 41,41,

A funcdo logica para 0 caso que nenhumas destas interacOes estejam atuando sobre o
gene b é dada por,

f,(B) =1, +1,+1,

=111,

Onde, E corresponde ao gene a estar no nivel 2 ou no nivel 0, pois em ambos os casos
I,=1,+0=1,. Substituindo em f, (/) , temrse que
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f,(B) =1, +1,+1,
=10, 41,

I

Tabela 6. Transi¢des correspondentes as interacfes atuantes sobre o nodo b.

Transicdo Instrucéo Parametro
t3 { I 2} O
L, {1} 1

Figura 39. Rede de regulacéo sobre o gene b.

A rede de Petri da Figura 39 representa o conjunto de pré e pos-condigdes das transi coes
t3 et queregulam o gene b.

5.2.3. Regulacéo do Nodo ¢

Sobre 0 nodo ¢ exerce uma interacdo: o gene b no nivel 1 leva a um decremento da
expressao do gene c. O conjunto de partes das interacfes atuantes sobre o0 gene ¢ é dado

por X, ={A{l,}}. Neste caso, afunco |6gica descrita pelas combinagdes do conjunto
de partes é dada por uma Unica variavel,

f.(X)=1,

A funcdo logica para 0 caso que nenhumas destas interacOes estejam atuando sobre o
gene ¢ é dada por,

f (D=1,
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Tabela 7. Transi¢des correspondentes as interacfes atuantes sobre o nodo c.

Transicdo Instrucéo Parametro
& {1} 1
t6 { l 4} 0

Figura 40. Rede de regulagéo do gene c.

A rede de Petri da Figura 40 representa o conjunto de pré e pés-condicdes das transicoes
ts ets que regulam o gene c.

5.2.4. Andlise da Rede de Regulacéo

Fazendo-se a composicao das redes de regulacdo de cada gene obtémse o modelo
integrado ilustrado pela Figura 41, lembrando que lugares de mesmo nome neste
modelo correspondem a um Unico lugar. Submetendo-se este modelo a andlise no
ambiente INA pode-se verificar as seguintes propriedades rel evantes:

A rede é limitada, portanto € possivel obter um grafo de alcancabilidade.
A rede é conexa, bem como fortemente conexa, portanto é possivel obter

circuitos derivados de componentes fortemente conexos e a existéncia de
componentes terminais.

Figura 41. Rede de regulacéo em termos de redes de Petri correspondente ao modelo da Figura 35.
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A construgdo do grafo de alcancabilidade, ilustrado pela Figura 42, revela que este
sistema possui 11 estados, tal como obtido pela dindmica assincrona e ilustrado pela
Figura 45, constituindo um bom indicio da equival éncia entre model os e métodos.

Figura42. Grafo de alcancabilidade darede de regulagéo.

Prosseguindo, o grafo de acancabilidade revela que esta rede ndo € viva, ndo é
reversivel e possui dois estados “mortos’, 0 que equivale aos estados estaveis 200
(estado s3) € 011 (estado sg) encontrados pelo grafo de transicdo assincrona da Figura
37, ou sga, no primeiro caso 0 gene a ao aingir o nivel de expressdo 2 mantém
reprimidos os genes b e ¢, no segundo caso o gene b ao atingir o nivel de expressdo 1
ativa o gene ¢, o qual mantém reprimido o0 gene a, respectivamente.

5.3. Resumo

Neste capitulo foi introduzido o formalismo de modelagem e andise de redes
regulatorias génicas. Grafos regulatorios sdo compostos por nodos e arcos. Nodos
representam genes ou biomoléculas que interagem no processo de regulacdo. Arcos
representam interagdes entre os nodos, as quais podem ser de ativagdo ou de repressao.
Pesos atribuidos aos arcos indicam o intervalo para 0 qual uma interacéo esta atuante.

Para cada nodo, os niveis |6gicos sdo determinados em funcdo do nimero de interactes
gue um nodo exerce sobre outros nodos. De outra forma, para cada nivel de expressdo
de um gene existe um efeito sobre 0s outros genes da rede.
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Um nodo pode ser alvo de diversas interacbes exercidas por diversos nodos fontes e
estar sujeito a combinactes de interacOes de ativacdo e de repressdo. A resposta de um
nodo a estas combinagdes de interacdes € determinada pela funcéo légica K. Esta funcéo
faz 0 mapeamento dos niveis 16gicos das interagdes de entrada para um nivel 16gico de
resposta as diferentes combinacdes destas interacoes.

De outra forma, existe um espaco de estados descrito pela combinagdo dos diferentes
niveis de expressdo de cada gene e existe um espaco de paréametros indicando a resposta
de um gene as diferentes combinagbes destes nivels de expressdo. Fazendo o
mapeamento entre estes dois espacos, encontram-se as instrugoes, as quais sao formadas
pelo conjunto de interagdes de entrada resultante da minimizacéo |6gica da combinagéo
destas interacdes, de estado para estado.

Dada uma condicdo inicial, entdo é possivel verificar a evolucdo dindmica do sistema
sob dois critérios possiveis: sincrono e assincrono. A dinamica sincrona atualiza o valor
de todas as coordenada do vetor de estados de forma simulténea, sempre que houver
uma chamada para mudanca de estado. A dindmica assincrona gera um novo estado
para cada atualizagdo de uma Unica coordenada do vetor de estados, sempre que houver
uma chamada para mudanca de estado. Uma chamada de mudanca de estado pode ser
observada pela declividade entre as coordenadas homodnimas do espaco de estados dos
niveis de expressdo e 0 espaco de estado dos parametros | 6gicos.

As propriedades passiveis de serem observadas por este formalismo sdo primeiramente
a existéncia de estados estaveis multi-estacionarios e por segundo a existéncia de
circuitos funcionais. Ambas as propriedades compdem indicadores de aceitacéo ou de
refutacéo das hipoteses formuladas sobre o modelo biol égico.

De maneira a expandir os méodos de andlise de um modelo l6gico foi entéo
desenvolvido um método de correspondéncia entre grafos regulatérios e redes de Petri.
Desta forma, um grafo regulatério pode ser descrito por uma rede de Petri equivalente
gue preserve todas as propriedades e atribuicdes semanticas associadas ao modelo
|6gico.

Como forma de comprovar estes procedimentos foi utilizado um modelo ficticio de
regulacdo génica, o qual foi entdo analisado sob o formalismo de grafos regulatérios e
posteriormente transcrito para o formalismo de redes de Petri. Ambos os modelos
apresentaram 0 mesmo conjunto de estados e revelaram as mesmas propriedades. Desta
forma, agora € possivel descrever vias metabdlicas e suas redes de regulacdo
correspondentes sob um mesmo formalismo, ou sga, ambos em termos de redes de
Petri.



Capitulo 6

Materiaise M étodos

Neste capitulo é feita uma breve descricdo dos ambientes computacionais utilizados
como suporte a modelagem e andlise de Grafos de Regulacdo Génica e Redes de Petri.

6.1. Ambientes Computacionais

O ambiente computacional GINsim serd utilizado para transpor o modelo biolgico para
a interpretacdo do formalismo de Grafos de Regulacdo Génica, obtendo-se um modelo
equivalente denominado de modelo [6gico. Este ambiente permite construir um modelo,
edité lo, parametriza-lo, bem como proceder a una andlise da evolucdo dinamica das
varidveis sob andlise de maneira a identificar estados estavels, bem como circuitos de
regulacdo exibidos pelo comportamento dindmico do modelo considerado. Este
ambiente estd disponivel em http:/gin.univ-mrsfr/GINSm e em constante
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desenvolvimento pelo Laboratério de Genética e Fisiologia do Desenvolvimento,
LGPD, do Ingtituto de Biologia do Desenvolvimento de Marselha, IBDM.

O modelo légico sera transposto para o0 formalismo de redes de Petri de maneira a
usufruir da potencialidade das metodologias de andlise até entdo desenvolvidas para este
formalismo. O modelo obtido apds a transposicdo do modelo 16gico para redes de Petri
€ denominado de rede de regulagdo. O ambiente computacional INA, desenvolvido
pelo Prof. Dr. Peter H. Starke da Universidade “Humboldt Universitét zu Berlin Institut
fur Informatik Lehrstuhl fir Automaten und Systemtheorie”, permite editar,
parametrizar e andisar redes de Petri e esta disponivel no endereco
http://www?2.informatik.hu-berlin.de/~starke/inahtml. A rede de regulacdo obtida sera
entdo submetida aos procedimentos de andlise, estatica e dinamica, disponivel no
ambiente INA, de maneira a verificar propriedades tais como a existéncia de invariantes
de lugar e de invariantes de transi¢cdo amplamente discutidas no capitulo 4. Também, a
edicdo de redes de Petri sera realizada utilizando-se do editor Snoopy, desenvolvido
pela Dra. Monica Heiner da Universidade Tecnol 6gica de Brandemburgo em Cottbus, o
gual permite exportar a rede em questdo para diversos ambientes de andlise, bem como
para o ambiente INA. Informacfes sobre o editor Snoopy, bem como sobre outros
softwares correlatos podem ser obtidos no endereco http://www-dssz.informatik.tu-
cottbus.de/index.html ?/software/ped.html.

6.1.1. O Ambiente Computacional GINsSm

O Ambiente computacional GINsim, desenvolvido por Claudine Chaouiya, Denis
Thieffry e seus colaboradores no LGPD, “Laboratoire de Genomique e Phisiologie du
Développement”, do Ingtituto de Biologia do Desenvolvimento em Marselha, Franca,
IBDM, suporta a definicdo, ssimulacdo e andlise de grafos regulatérios baseados na
descricdo légica de redes de regulacdo genbmicas. Para tal foi desenvolvido um
conjunto de classes na linguagem Java categorizadas em quatro médulos principais.
uma interface com o usuério, um parser, um nlcleo de simulacdo e um conjunto de
classes para andlise de grafos. Também, uma arquitetura baseada no conceito de “plug-
in” permite a insercdo de novos modulos, particularmente na ampliagdo dos algoritmos
de andlise de grafos. O ambiente GINsSm é disponivel no endereco http://gin.univ-
mrs.fr/GINsim. Também, neste endereco, existe material de apoio, bem como uma
colecdo de grafos regulatorios, muitos deles referentes ao ciclo de desenvolvimento da
“mosca da fruta’.

6.1.1.1. Especificando um Grafo de Regulacéo

A interface principal do editor de grafos permite a especificaco e visuaizacdo de
grafos regulacdo génica. Similar a softwares de edicdo gréfica, estes recursos foram
desenvolvidos utilizando a APl JGraph, a qual € um componente da biblioteca Swing e,
portanto, sob licenca de codigo aberto.
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Figura 43. Ambiente de modelagem e andlise de grafos regulatérios.

A estrutura interna referente a grafos foi implementada utilizando a APl JGraphT, a
qual inclui um conjunto de classes que encapsulam algoritmos matematicos para a teoria
dos grafos. Conjuntamente a especificacdo do grafo de regulacéo, nodos e interacoes,
um painel dedicado permite a parametrizagdo de cada nodo. O usué&rio simplesmente
seleciona um determinado grupo de interacOes e especifica seus parametros
correspondentes.

Uma vez que o modelo 16gico esteja definido, este podera ser armazenado sob a
linguagem GINML (Gene Interaction Markup Language). Esta linguagem foi definida
para armazenar grafos regulatorios e gafos de transicdo sob um critério formal de
interoperabilidade. GINML segue os critérios definidos para GXL, uma linguagem
baseada em XML e dedicada a formalizagdo representativa de grafos, a qual pode ser
verificada em http://www.qupro.de/GXL . Grafos regulatorios e grafos de transicéo
também podem ser exportados para o formato SV G (Scalable Vector Graphics), o qua é
baseado na API de cddigo aberto Grapviz, padréo para visuadizacdo de grafos, ver
(http://www.graphviz.org/).

6.1.1.2. Simulacdo e Andlise

Uma vez construido um grafo regulatdrio, entdo pode ser efetuada uma andlise atraves
do grafo de transi¢des gerado a partir do modelo [6gico parametrizado e para uma dada
condicdo inicial. Uma interface permite a definicdo da condicéo inicial das variaveis
envolvidas no modelo, bem como a definicdo do método de atuaizacdo da evolugéo
dindmica destas variaveis, ou sgja, pelo método sincrono ou assincrono.
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Figura 44. Interface de definicéo das condi¢Bes iniciais e de método de evolugao dinamica.

Um grafo regulatério com n genes pode gerar um grafo de transicdes com 2' estados.
Isto leva ao caso cléssico de explosdo combinatéria do espaco de estados. A escolha por
algoritmos apropriados de busca em grafos pode contribuir para diminuicéo da ordem
de complexidade e, conseqlientemente, evitar a exploséo de estados.
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Figura45. Gerac&o do grafo de transic¢des de estados.

Também, a possibilidade de bloquear a evolugdo de determinadas varidveis para um
intervalo de interesse, contribui para uma anaise localizada de circuitos de interacéo
dados pelo grafo de transicdo. Para grafos de transicdo de estados com até 500 nodos,
estes s80 gerados diretamente na mesma interface que para os grafos de regul agéo.
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Figura 46. ldentificacdo de um componente terminal fortemente conexo. Neste caso,
refere-se a agdo do repressor TrpR, sobre o aporte externo detriptofano pela célula.

6.1.1.3. A Anélise de Grafos

Composta por dois médulos: (1) Para o caso de grafos regulatorios, o nicleo de andlise
consiste em determinar os circuitos regulatérios e suas funcionalidades, isto & a
aplicacdo de restri¢es sobre os parametros de maneira a verificar a funcionalidade de
um determinado circuito. (2) Para 0 caso de grafos de transicdo de estados, a questéo
mais relevante é a de identificar estados estacionarios, ciclos atratores através da
existéncia de circuitos conexos e fortemente conexos com a possibilidade de existéncia
de componentes terminais fortemente conexos.

6.1.2. O Editor de Redes de Petri Snoopy

O ambiente de edicdo de redes de Petri Snoopy, desenvolvido por Ménica Heiner e seus
colaboradores, permite a edicdo, bem como a simulacdo por “token-game’. Uma
caracteristica importante deste ambiente € a possibilidade de construir redes menores
através da associacdo de lugares e transicdes de mesmo nome como sendo um Unico
lugar ou transicdo, respectivamente. Isto leva a uma clareza dos circuitos, melhorando a
sua leitura e interpretacao.
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Figura47. Ambiente de edi¢do e simulacdo de redes de Petri Ordinérias, Snoopy.

Outra caracteristica importante deste ambiente consiste na possibilidade de exportar
modelos de redes de Petri para outros ambientes de andlise, tais como: INA, Lola,
Maria, Prod.

6.1.3. O Ambiente Computacional INA

= Imvilte dbe commandes - ina

Figura 48. A partir da interface principal é possivel editar, executar, reduzir e

analisar redes de Petri, bem como gerar relatérios e arquivos de saida com resultados
decadaanalise.

O ambiente de construcéo e andlise de redes de Petri INA, desenvolvido pelo Prof. Dr.
Peter H. Starke da Universidade Humboldt Universitdt zu Berlin, Institut fir Informatik
Lehrstuhl fir Automaten und Systemtheorie, permite a edi¢do, execucao, reducdo e
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andlise de redes de Petri.

Invite de commandes - ina

here are
net i

he net is

bhounded.

no proper semipozitive T-surinvariants.
subconservative.

not a state machine.

not free choice.

not extended free choice.

not extended simple.

not marked.

not marked with exactly one token.
not a marked graph.

not homogenous.

has not a non—blocking multiplicity.
has a nonempty clean trap.

has no transitions without pre—place.
has no transitions without post-place.
has no places without pre—transition.
has no places without post—transition.
is connected.

is strongly connected.
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Analysis menu:

Decide structural boundedness.

on—reachability test of a partial marking using the state egquation
the symmetries of the net

a
a
a
=

choice >

shortest path from the initial state to a target marking
minimal path from the in al state to satisfy a predicate..
reachability graph....

coverabhility graph to

hasis for all P/T-dinvariants [non—reachahility testl...
basis for all semipositive Pr/T-[subs/surl-invariants..

Figura49. Modulo de analise do ambiente INA.

Sob 0 médulo de andlise é possivel verificar propriedades de limitabilidade estrutural,

alcancabilidade, cobertura e cdlculo de invariantes de lugar e de transi¢éo.
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Resultados e Discussao

Finalmente, neste capitulo € apresentado o model o biol6gico de regulacéo da biossintese
do triptofano, 0 modelo 16gico equivalente em termos de Grafos de Regulagdo Génica, a
rede de regulacéo equivalente em termos de Redes de Petri, a via de biossintese em
termos de redes de Petri e um modelo integrado destes dois Ultimos modelos. Para tal,
primeiramente é definido o modelo l6gico em termos do formalismo de Grafos
Regulatérios utilizando-se do ambiente GINsim (Chaouiya, 2003; Larrinaga, Naldi et
al., 2006). Em seguida, 0 modelo em termos de Grafos Regulatérios €é transcrito para o
modelo de redes de Petri, sobre o qual € verificada a conservacdo de propriedades entre
modelos, utilizando-se do ambiente de andlise INA (Roch e Starke, 1999). Na
seqliéncia, ocorre a integracdo da via metabdlica com a rede de regulagdo. O modelo
integrado é entdo submetido aos critérios de anadlise ilimitada e limitada, de maneira a
verificar propriedades da integragdo da via metabdlica subordinada a rede de regul acéo.
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7.1. Modelo Bioldgico de Regulacéo do Triptofano

Os elementos constitutivos do modelo biologico, suficiente para caracterizar o sistema
de biossintese e de regulagdo do triptofano na E. coli, estdo representados pela Figura
50. Neste modelo serdo considerados 0s mecanismos de regulagdo por repressdo da
transcricdo génica, atenuacdo e inibicdo por produto final.

Também, serd considerada a repressdo génica sobre a permease mtr, principal
responsavel pelo aporte de triptofano externo. Neste modelo pode-se perceber que todos
0s mecanismos de regulacdo sdo mediados pela presenca de triptofano intracelular. Pois
a proteina repressora, TrpR, somente torna-se ativa quando complexada com Trp.
Ainda, 0 processo de atenuacso ocorre somente se houver suficiente tRNA' carregado
a ponto de acionar 0 mecanismo de terminacdo da transcricdo. Por Ultimo, ainibicéo por
produto somente ira ocorrer quando houver uma concentracdo excedente de Trp interno.
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Figura 50. Elementos minimos considerados para o modelo de regulagdo da
biossintese do triptofano. Aporte de triptofano externo pela permease mtr, producao

de triptofano interno pela via de biossintese (c), regulacdo por: repressao da
transcricdio génica (b), atenuacdo da transcricéo génica einibicao retroativa (a).

Com base nas informagOes coletadas, pode-se enumerar as seguintes observacgOes
gualitativas relevantes sobre este sistema:
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()

(i)

(iii)

(iv)

v)

(Vi)

(vii)

E dada a preferéncia pelo aporte de triptofano externo, sendo que a maguinaria
interna permanece em forte estado de regulacéo repressivo e proximo a exaustao
total por este aminoéacido.

Se houver uma auséncia extrema de Trp no sistema, entdo nada impede que sejam
produzidos transcritos do operon trpEDCBA. Porém, estes ndo seréo traduzidos
devido a falta de Trp e provavelmente, serdo degradados se esta circunstancia
persigtir.

O mecanismo de atenuacdo € sensivel o suficiente para perceber niveis baixos de
Trp no meio celular e deflagrar o mecanismo de terminagdo da transcricéo deste
patamar até atas concentragdes de Trp, mas este mecanismo sozinho ndo impede
0 aporte externo excessivo de Trp.

Para atas concentracOes de Trp o sistema encontra-se fortemente repressivo tanto
para a producdo interna, quanto para o aporte externo de Trp. Neste caso, a
diferenca de afinidade da proteina repressora pelaregido de operacéo dos diversos
operons, que sdo regulados por ela, podem definir esta situacéo de impasse.

Mesmo que ocorra um relaxamento da proteina repressora levando a concentragdo
de Trp para nivels intermedidrios, 0 mecanismo de atenuacdo ainda continua a
impedir atranscri¢do génica sob esta circunstancia.

A inibicdo da primeira enzima pelo produto final € um mecanismo redundante de
regulacdo, quando em conjunto com 0S mecanismos de repressdo e atenuagéo,
mas a0 mesmo tempo constitui um buffer contendo Trp e primeiras enzimas
(TrpE e TrpD) da via durante um estado fortemente repressivo.

Em um estado fortemente repressivo, 0 promotor constitutivo trpP2 continua a
expressar 0s genes trpCBA e dado uma queda abrupta de Trp a partir deste estado,
enzimas previamente inibidas liberam Trp e enzimas ativas no meio celular
completando o0 conjunto de enzimas necessarias a retomada da biossintese de
triptofano. Este caso assemelha-se a um sistema de “gotejamento” a partir de um
estado fortemente repressor.

(viii) As reacOes reversiveis no inicio e final da via metabdlica proporcionam um

(i)

“buffer” de produtos intermediarios que pode dispor prontamente destes produtos
para dar inicio a uma retomada da biossintese do triptofano em etapas distintas da
cadeia de reaces enziméticas.

O nivel basal de producdo de triptofano, mesmo sob condi¢des de atenuacéo e
repressao, € atribuido aos transcritos que escapam do processo de terminacdo, pela
dissociacdo do complexo inibitério da enzima TrpE e pela promogdo constitutiva
dada por trpP2.

Estas observagtes evidenciam o forte cardter combinatério existente nos mecanismos de
regulacdo bioldgicos, 0 que constitui um forte apelo para a aplicacdo de métodos
formais baseados na matemética discreta e combinatéria como primeiro método de
andlise e validacdo de modelos de regulacéo génica.
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7.2. Grafo de Regulacao da Biossintese de Triptofano

7.2.1. O Modelo Logico

O modelo biolégico dos mecanismos de regulacdo da biossintese do triptofano esta
representado pelo modelo 16gico ilustrado pela Figura 51. Neste modelo estéo
caracterizados trés nodos. o nodo Trp representando o triptofano, o nodo TrpR o
repressor e o nodo TrpE o conjunto de enzimas do operon trpEDCBA.

o
Ve

Figura 51. Modelo légico da regulacdo do triptofano. O nodo Trp representa a

concentracao total de triptofano. O nodo TrpR representa a presenca do repressor. O
nodo TrpE abstrai o conjunto de enzimas do operon trpEDCBA.

Todos os mecanismos de regulacdo da biossintese do triptofano sdo mediados pela
presenca do triptofano no meio celular. A concentragdo do triptofano determina a
ativacdo ou inibicdo destes mecanismos. Desta forma, os niveis qualitativos definidos
para o triptofano sdo 0s seguintes:

0 baixo N&o impede a transcricdo do operon trpEDCBA e existe
Trp suficiente para a bi ossintese de enzimas.

1 médio Provoca a atenuagdo da transcricéo do operon trpEDCBA.

2 alto Provoca a ativacdo do repressor TrpR e a inibicdo
retroativada enzima TrpE.

O repressor TrpR por atuar sobre a regido de promocédo de pelo menos cinco genes
deveria ter associado a ele pelo menos seis niveis qualitativos, pois o grau de afinidade
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de cada regi&o de operacdo varia de operon para operon. Neste modelo, foi considerado
gue o grau de afinidade € 0 mesmo para todos os operons, tornando desta forma TrpR
em uma variavel Booleana com as seguintes interpretacdes biol bgicas:

0 inativo  TrpR esta naformade um aporepressor.

1 ativo TrpR complexado com Trp formando um holorepressor.

O conjunto de enzimas do operon trpEDCBA, representadas no modelo pela primeira
enzima da via, TrpE, também assume o cardter de uma variavel Booleana com a
seguinte interpretacdo biol ogica:

0 ausente O conjunto de enzimasesta ausente.

1 presente O conjunto de enzimasesta presente.

A seguir é apresentada uma descricdo da semantica adotada para cada nodo do grafo de
regulacdo, suainterpretacdo biol égica e relagcbes com os outros nodos do grafo.

7.2.1.1. ONodo Trp

Este nodo representa o triptofano tota presente no Sistema, ou sga,
Trpy = Trp,, + Trp,, » 0 qua € a soma do triptofano produzido pela maquinaria interna

mais o triptofano que resulta do aporte externo mediado por permeases. Sobre este nodo
existem duas interacdes diretas, sendo uma de ativagéo e outra de repressao:

A interacdo de ativac@o se da pela presenca do conjunto de enzimas, indicadas
aqui por TrpE @& quais elevam a ncentragdo de Trp,, para 0 seu nivel
maximo.

A interacdo de repressdo, exercida por TrpR sobre este nodo, indica a represséo
do aporte externo de Trp. Ao invés de existir no modelo um nodo que represente
0 aporte de Trp externo pela permease mtr, optouse pela manipulagdo do nivel
basal do nodo Trp para indicar este aporte externo, sendo por isto a repressdo
diretadeTrpR sobre Trp.

O nivel basal da concentragcdo de Trp, ou quando nenhuma entrada estiver operante
sobre Trp, € baixo.

7.2.1.2. O Nodo TrpE

Este nodo representa a presenca das cinco enzimas necessarias a biossintese de
triptofano e abstrai 0s processos de transcricdo, traducdo, transporte e modificagcOes
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moleculares posteriores. Sobre este nodo existem trés interagdes de repressdo mediadas
pela concentracdo de Trp, cada qual representando um mecanismo distinto de regulacéo:

Quando a concentracdo de Trp estiver no seu nivel baixo, nada impede a
producdo das enzimas necessarias a biossintese do préprio Trp. Neste caso, a
concentragdo destas enzimas encontra-se no seu nivel alto, ou presente.

Quando a concentracéo de Trp estiver no seu nivel médio, 0 mecanismo de
atenuacdo é sensivel o suficiente para impedir 0s processos de transcri¢éo e de
traducdo das enzimas necessarias a producéo de Trp, levando a concentracéo de
enzimas para o estado ausente.

Quando a concentracéo de Trp estiver no seu nivel alto, ocorre uma inibicéo por
produto da primeira enzima da via de biossintese levando a uma desativacdo das
reacOes subseqlientes por fadta de metabdlitos intermedi&ios e
consequientemente baixando a concentracédo de Trp.

Também, para a concentracdo de Trp no seu nivel alto, ocorre uma repressao
sobre 0 operon trp efetuada pelo repressor TrpR na sua forma ativa, o qual
impede a transcric¢ao das enzimas necessarias a biossintese do Trp.

O nivel basal de TrpE ou quando nenhuma entrada estiver operante sobre TrpE, é
caracterizado pelo estado presente

7.2.1.3. O Nodo TrpR

Quando a concentracéo de Trp estiver no seu nivel alto, entdo existe suficiente Trp para
formar o complexo repressor, ou sgja, ativar TrpR. O repressor, quando ativo, atua
sobre aregido de operacéo de pelo menos cinco genes. Neste modelo, esta representado
a atuacdo sobre a regido de operacéo do operon trpEDCBA, sobre 0 gene da permease
mtr e sobre o proprio gene do repressor trpR

O nivel basal de TrpR, ou quando nenhuma entrada estiver operante sobre TrpR, é
caracterizado pelo estado inativo.

7.2.2. InteracOes e Espaco de Estados

O conjunto de interagdes que ligam estes nodos representa 0 conjunto de mecanisSmos
de regulacéo da biossintese do triptofano, relacionados pela
Tabela 8 dada a seguir:
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Tabela 8. Conjunto de interag8es do grafo de regulacdo da biossintesedo triptofano.

I nteracéo

I nterpretacé&o biol 6gica.

L, ={TrpTrpE 1,- 1}

I, ={TrpTrpE,2,-1

I, ={TrpTrpR,2,+1}

I, ={TrpRTrp,1,-%

I, ={TrpRTrpR1,- %

I ={TrpRTrpE,1,- 1}

I, ={TrpETrp,1,+1}

Atenuacdo da transcricio do operon trp provocada pela
presenca de Trp no nivel médio.

Inibicao retroativa da primeira enzima da via de biossintese do
triptofano quando Trp estiver no nivel alto.

Ativacgéo da proteina repressora TrpRquando o triptofano estiver
no nivel alto.

Repressao do aporte externo de triptofano quando TrpR estiver
ativo.

Auto-repressdo do TrpR, quando TrpR estiver ativo.

Repressdo da transcricdo do operon trp quando TrpR estiver
ativo.

Ativagdo do Trp devido a presenga do conjunto de enzimas
necessarias a biossintese do triptofano.

O espaco de estados e as instrucbes descritas pelas interagdes atuantes, bem
parémetros correspondentes a estas instrugdes sdo dados ra Tabela 9.

Tabela 9. Espaco de estados para o grafo de regulagdo da biossintese do triptofano.

CoOmo Os

Egpaco de estados Instructes Parametros

TroE o TroR - X e (%) Xp (%) Xrr (%)) KXie (%) KX, (%)) K(Xpr(X))
0 0 0 (%] %) 2 1 0 0
0o 0 1 {le} {14} {Is} 0 0 0
0 1 0 {1} 2 a 0 0 0
0 1 1 {{l}.{le}} {14} {Is} 0 0 0
1 0 0 %] {17} 7] 1 2 0
1 0 1 {le} {17} {14}} {Is} 0 0 0
1 1 0 {11} {17} a 0 2 0
11 1 {{lap {1t} {{1}.{la}} {1s} 0 0 0
0 2 0 {12} 7] {13} 0 0 1
0 2 1 {{1z2}{le}} {14} {{l1s} {Is}} 0 0 0
1 2 0 {15} {17} {13} 0 2 1
12 1 {2 {13013} {{1s} {ls}} 0 0 0

7.2.3. Andlise Global

Nesta secdo sera feita uma andlise do grafo de regulacdo da biossintese do triptofano
utilizando-se do ambiente computacional GIN-sim. Os circuitos obtidos nesta anélise
também podem ser verificados na Tabela 9 a partir de uma dada condic&o inicial, como
feito para o exemplo do capitulo 5.
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TrpE Trp TrpR Interpretagao bioldgica do tipo de andlise.

1 0 0 Triptofano externo no nivel baixo. Verificar a evolugdo do sistema devido
somente a producéo internade Trp.

1 1 0 Aporte externo de Trp no nivel médio. Verificar a evolugdo do sistema
guando houver um aporte externo mediano econcorrente com a producéo
internade Trp.

1 2 0 Aporte externo de Trp no nivel alto. Verificar a evolugdo do sistema quando

houver um excesso sobre o aporte de triptofano externo.

7.2.3.1. Triptofano Externo no Nivel Baixo

Neste caso, 0 estado inicial € caracterizado pelas coordenadas 100, indicando que o
conjunto de enzimas esta presente, o triptofano encontra-se no seu nivel baixo e o
repressor encontra-se inicialmente inativo. O grafo de transi¢Oes apresenta 12 estados,
os quais podem ser verificados na Figura 52.

e 1“ -

L o

B

Figura 52. Grafo de regulagdo para a condicdo inicial 100 sob a ordem Enzima,
Triptofano e Repressor, respectivamente. Para esta condigao inicial é considerado
que: o conjunto de enzimas esta presente, o triptofano esta no seu nivel baixo e,
conseqiientemente, orepressor esta inicialmenteinativo.

Para este estado inicial o sistema ndo apresenta nenhum estado estavel e pode se
observar claramente que no canto inferior esquerdo da Figura 52 existe um circuito de
regulacdo para niveis médios de Trp, enquanto que na parte superior ocorre a regulacéo
para niveis atos de Trp. Quando o sistema atinge o estado trivial 000 todo o ciclo de

producéo e regulacdo é repetido.

7.2.3.2. Triptofano Externo no Nivel M édio
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Neste caso o nivel basal do Trp é modificado de baixo para médio indicando que existe
um aporte externo médio e constante de Trp. A condicdo inicial 110 caracteriza que o
conjunto de enzimas esta presente, o nivel de triptofano encontra-se no seu nivel médio
€ O repressor encontra-se inicialmerte inativo. Para este caso, 0 grafo de transi¢Oes
apresenta 12 estados, conforme pode ser verificado pela Figura 53.
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Figura 53. Grafo de transi¢do para a condicéo inicial 110, significando : conjunto de
enzimas presentes, aporte de triptofano externo no nivel médio e repressor
inicialmente inativo. Esta condic&o inicial resulta no estado estavel 010.

Para estas condicfes iniciais 0 sistema apresenta o estado estavel 010. Deste estado
pode-se verificar, apos a estabilizacdo do sistema, que a primeira coordenada indica que
0 conjunto de enzimas permanece reprimido, o Trp esta vindo do meio externo e que
neste patamar a concentracdo de Trp ndo é suficiente para ativar TrpR.

7.2.3.3. Triptofano Externo no Nivel Alto

Neste caso 0 nivel basal do Trp € modificado para o nivel alto indicando um aporte
massivo de Trp externo. A condicdo inicial 120 indica que o conjunto de enzimas esta
presente Trp esta no nivel alto e o repressor TrpR estd iniciadmente inativo. O grafo de
transicdes apresenta novamente os 12 estados com todas as variaveis oscilando entre
Seus niveis baixos, médios e altos.
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Figura 54. Grafo de transi¢do para a condigdo inicial 120, significando: conjunto de
enzimas presentes, triptofano externo no seu nivel maximo e o repressor inicialmente
inativo.

Porém, como ilustra a Figura 54, este grafo apresenta um circuito fortemente conexo
contendo sei's estados, indicando que para um aporte externo massivo de Trp as enzimas
permanecem reprimidas, enquanto que o repressor se ocupa em modular a entrada de
Trp para nivels internos admissiveis.

7.2.4. Andlise dos Cir cuitos de Regulacdo

Nesta secéo sera utilizada uma propriedade do software GIN-sim que permite bloquear
a evolucdo de uma varidvel para um determinado intervalo. Esta propriedade permite
isolar o efeito de uma ou mais varidvels para o intervalo de bloqueio determinado. Desta
forma, € possivel isolar circuitos que correspondem a mecanismos de regulacdo
especificos.

TrpE  Trp TrpR Interpretacao biol 6gica do tipo de anélise.

1 01 0 Circuito de atenuacéo. Verificar a evolugdo do sistema para a concentragcdo
(01 de Trp blogueada no intervalo [0,1].

1 0 0.0 Circuito de inibicdo retroativa. Verificar a evolugdo do sistema quando o
[0.0] repressor TrpR estiver bloqueado no estado inativo.

Circuito de repressdo da transcricéo. Verificar a evolugdo do sistema quando

1 2 [1,1] . .
o repressor TrpR estiver blogueado no estado ativo.

Circuito de repressdo da permease. Verificar a evolugdo do sistema quando o

[0.0] 2 1 conjunto de enzimas for bloqueado no estado ausente.

7.2.4.1. Atenuacao
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Sabendo-se que 0 mecanismo de atenuacdo € sensivel o suficiente para impedir o
processo de transcricdo e de traducdo foi blogueada a concentracédo de Trp para o
intervalo [0,1] e aplicada a condicdo inicial 100. O grafo de transicdo gerado apresenta
quatro estados como ilustra a Figura 55.

Figura 55. Grafo de transicdo para a condicdo inicial 100 e o triptofano bloqueado
para o intervalo [0,1], de maneira a isolar o circuito de regulacéo correspondente ao
mecanismo de regulacdo por atenuacao.

A partir do grafo de transicdo pode-se facilmente verificar que o conjunto de enzimas é
atenuado e que o Trp, pela auséncia deste mesmo conjunto de enzimas, vai para o nivel
baixo permitindo novamente a presenca das enzimas e o ciclo de regulacdo se repete.
Caso houvesse uma combinagdo do aporte externo de Trp no nivel médio entdo este
grafo ficariareduzido em 110 - 010, sendo 010 um estado estével.

7.2.4.2. Inibicdo por Produto

Figura 56. Grafo de transi¢céo para a condic¢ao inicial 100 e o repressor bloqueado no
intervalo [0,0], de maneira aisolar o circuito de regulacdo por inibic&o retroativa.

Blogueando-se o repressor TrpR para 0 estado inativo e permitindo que a evolugéo
interna da concentracdo de Trp atinja seu nivel alto, entdo poderemos verificar a acdo
do mecanismo de inibicdo retroativa da primeira enzima da via de biossintese do
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triptofano.

Os sais estados do grafo de transicéo da Figura 56 sugerem que a producédo interna de
Trp a0 atingir uma alta concentragdo inibe a enzima TrpE levando a concentracdo de
Trp do nivel alto para o nivel baixo, repetindo-se desta forma o ciclo de regulacéo.
Neste caso, este circuito de regulagdo inclui também o efeito de regulacdo por
atenuacdo, o qual pode ser verificado na parte inferior do grafo.

7.2.4.3. Repressao da Transcricéo

Ao ser permitido que a evolugdo interna da corcentracdo de Trp atinja seu nivel
maximo e somando a isto o aporte massivo de Trp externo, entdo podemos investigar a
acao do repressor TrpR. Para isto, foi selecionada a condicéo inicial 121 indicando que
0 conjunto de enzimas ainda esta presente, o Trp esta no seu nivel alto e o repressor esta
bloqueado no estado ativo.

Figura 57. Grafo de regulacéo para a condicdo inicial 121 e o repressor bloqueado
para o intervalo [1,1], de maneira a isolar o circuito que represente a acdo do
repressor sobre a producdo e aporte de triptofano.

Pode-se observar no lado esquerdo do grafo de transicéo da Figura 57 uma represséo da
transcricdo, enquanto que pelo lado direito do grafo observa-se uma repressao do aporte
externo de Trp, ou sgja, uma repressao da permease. Devido ao fato de que TrpR esta
bloqueado no estado ativo, o sistema para estas condic¢des chega ao estado estavel 001.

7.2.4.4. Repressao da Per mease

Considerando-se que a concentracdo interna de Trp tenha origem somente do meio
externo, entdo podemos verificar a acdo do repressor sobre a permease blogueando a
contribuicdo da enzima na producéo de Trp. Ainda, partindo-se da condigéo inicial 021
e também blogueando o repressor no estado ativo, obtémse o circuito da Figura 58.
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Figura 58. Grafo de transi¢cdo para a condicéo inicial 021 e o conjunto de enzimas

bloqueado para o intervalo [0,0], de maneira a isolar o circuito correspondente a
repressdo do aporte externo detriptofano.

Neste grafo de transicdo, bem como no grafo precedente, pode-se facilmente verificar a
existéncia de um circuito que representa a modulacdo do aporte de Trp externo.

7.3. Rede de Regulacao da Biossintese do Triptofano

Nesta secdo, a exemplo do capitulo anterior, serdo aplicados os procedimentos de
mapeamento do formalismo de grafos regulatorios para redes de Petri. Serdo analisados
todos os nodos de maneira a obter uma fungdo 16gica minimizada sobre o conjunto de
interacOes atuantes. A partir desta fungdo légica serd entdo construido o modelo de
regulacdo em termos de redes de Petri de cada nodo. Ao final, estas sub-redes de
regulacdo serdo compostas de maneira aformar a rede de regulacédo geral da biossintese
do triptofano correspondente ao grafo regulatério dado no inicio deste capitulo.

7.3.1.1. Regulagdodo Trp

Sobre 0 nodo Trp exercem duas interagdes: TrpE no nivel 1, levando a um aumento de
Trp no sistema e TrpR no nivel 1 levando a uma diminuicdo de Trp. O conjunto de
partes das interagbes atuantes sobre o nodo Trp é dado por
I ={A{TrpE, 1} {TrpR,1} {{TrpE,1} {TrpR1}}. A fungdo logica descrita pelas
combinagbes do conjunto de partes pode ser minimizada aplicando-se o teorema
A+ AB =A +B, resultando em,

f(TrpE,TrpR) =TrpE+ TrpR+TrpETrpR
=TrpE+TrpR

A funcdo logica para 0 caso que nenhumas destas interacOes estejam atuando sobre o
nodo Trp, ou sgja, f (4), édadapor,
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f(A  =TrpE+TrpR
=TrpETrpR
Desta forma, obtém-se trés transicdes dadas pela Tabela 10: atransicdo t; para o caso de
nenhuma entrada estiver atuante o que leva o nivel de Trp para zero, atransicdo t, para

0 caso do repressor estar atuante levando o nivel de Trp para zero e atransicdo tz parao
caso do conjunto de enzimas estar atuante e levar o nivel de Trp para seu valor maximo.

Tabela 10. Transi¢Oes correspondentes as interagdes atuantes sobre o nodo Trp

Transicdo Instrucéo Parametro
t, {{TrpE,0} {TrpR,0} } 0
t, {TrpR1} 0
t, {TrpE 1} 2

nTrpE ®_ . @ Trp Tepk @.. : .' 'III. .@ Trp
nTrpk @" O wTrp TrpR ®- .ll_—r% uTrp
) b
Figura59. Rede de regulacdo do triptofano. Auséncia de enzimas e der epressao levam

Trp a zero (a); Presenca de enzimas levam Trp ao méximo e a presenca do repressor
levaTrp azero (b).

A rede de Petri daFigura 59a representa o conjunto de pré e pés-condicbes da transi¢ao
t1 eaFigura59b o conjunto de pré e pds-condigdes das transicdes to e ts.

7.3.1.2. Regulacdo de TrpE

Sobre 0 nodo TrpE exercem trés interagbes. Trp no nivel 1, Trp no nivel 2 ambas
levando TrpE a zero e TrpR no nivel 1 levardo TrpE a zero. O conjunto de partes das
interagoes atuantes sobre 0 nodo TrpE e dado por
e ={A{Trp,1} {Trp,2} {TrpR1} {{Trp,1} {TrpR,1}} {{TrpR1} {Trp,2}}, onde se
pode observar que algumas combinagdes ndo foram feitas devido a que o Trp ndo pode
estar no nivel 1 e 2 simultaneamente. A fungdo |6gica descrita pelas combinagdes do

conjunto de partes pode ser minimizada aplicando-se o teorema A+AB=A+B,
resultando em,

f(Trp,Trp,, TrpR)  =Trp, +Trp, + TrpR+TrpRTrp, + TrpRTrp,
=Trp, +Trp, +TrpR
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A funcdo logica para 0 caso que nenhumas destas interacdes estejam atuando sobre o
nodo TrpE, ou sgja, f (4, édadapor,

FB  =Trp +Trp, +TrpR
=Trp, Trp,.TrpR

Onde, ﬁ.‘l’ rp, = 'ITp =Trp,, ou sgja, somente quando Trp estiver no nivel zero.

Desta forma, tem-se quatro transicoes dadas pela Tabela 11: atransicéo t4 a qua indica
uma inibicdo retroativa da enzima TrpE, a transicdo ts a qual indica a ocorréncia da
atenuacdo da transcricdo, a transicdo ts a qual indica a ocorréncia da represséo da
transcricdo e a transi¢ao ty indicando a auséncia do estado repressor sobre TrpE, o que
permite que o conjunto de enzimas sgja expresso.

Tabela 11. Transi¢des correspondentes as interagdes atuantes sobre o nodo TrpE.

Transicéo Instrucéo Parametro
t, {Trp,2} 0
t, {Trp.3 0
t, {TrpR1} 0
t {{Trp,0} {TrpR,0}} 1

~

QO O D
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Figura 60. Rede de regulacdo do conjunto de enzimas. Trp nos niveis 1 e 2 levam a
TrpE para zero (a); a presenca do repressor leva a enzima para zero e auséncia do
repressor e do triptofano levam TrpE para o nivel maximo.

A rede de Petri da Figura 60a representa o conjunto de pré e pos-condigdes das
transicdest, ets e aFigura60b o conjunto de pré e pds-condicdes das transices ts ety.

7.3.1.3. Regulagéo do TrpR

Sobre 0 nodo TrpR exercem duas interaces. Trp no nivel 2 indicando a ativacdo do
repressor TrpR e a auto represséo de TrpR O conjunto de partes das interacoes atuantes

sobre 0 nodo TrpR € dado por I, ={A&{Trp,2} {TrpR1} {{TrpR1} {Trp,2}}. A
funcdo l6gica descrita pelas combinagdes do conjunto de partes pode ser minimizada
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aplicando-se o teorema A+ AB =A +B, resultando em,

f(Trp,, TrpR)  =Trp, +TrpR+TrpRTrp,
=Trp, +TrpR

A funcdo logica para o caso que nenhumas destas interagdes estejam atuando sobre o
nodo TrpR, ou sga, f (A, € dada por,

f(B = Trp, + TrpR
=Trp,.TrpR

Onde Trp, =Trp, +Trp;, ou sgja, se Trp estiver em um dos niveis 0 ou 1 implica que
TrpR ird para zero.

Tabela 12. Transic8es correspondentes as interagdes atuantes sobre o nodo TrpR.

Transigao Instrugéo Parametro
t, {Trp,2} 1
t, {Trp,B 0
ty {Trp,0} 0

» @ O m  wO: oL
i O ST s G — )

b

Figura 61. Rede de regulacéo do repressor TrpR. Triptofano no nivel 2 leva TrpR
para seu nivel maximo etriptofano nosniveis1 e 0 levam TrpR para zero.

A rede de Petri da Figura 6la representa o conjunto de pré e pos-condigbes das
transicbes tg e typ € a Figura61b o conjunto de pré e pds-condi¢des da transi¢ao to.

7.3.1.4. Redede Regulacéo

Fazendo-se a composi ¢cao das sub-redes de regulacéo obtém-se arede geral de regulacéo
para a biossintese do triptofano dada pela Figura 62. O estado inicia é dado pelo vetor
110, indicando que o conjunto de enzimas esta presente, a producdo de triptofano
encontra-se no nivel 1 e o repressor esta inicialmente inativo.
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Figura 62. Rede de regulagéo da biossintesedo triptofano.

Submetendo-se esta rede de regulacdo a andlise, observa-se as seguintes propriedades. a
rede é viva, limitada, conservativa, conexa, fortemente conexa e apresenta o grafo de
acancabilidade dado pela Figura 63.

Figura 63. Grafo de al cangabilidade da rede de regulacéo da biossintesedo triptofano.

O grafo de acancabilidade apresenta 12 estados, tal como para o grafo de regulacédo
discutido na segéo 7.2.

Para analisar o caso do nivel basal de triptofano manter-se no nivel médio devido a um
aporte externo de triptofano neste nivel € entdo modificada as pos-condi¢des da
transicdo t1 de maneira que, para O repressor inativo e enzimas ausentes, o triptofano
manténtse no nivel médio, como ilustra a Figura 64.
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Figura 64. Regulagdo do triptofano no nivel basal médio.

O grafo de acancabilidade correspondente a rede de regulacdo para o triptofano no
nivel basal médio € ilustrando na Figura 65.

Figura 65. Grafo de al cancabilidade para o triptofano basal no nivel médio.

Os grafos de alcangabilidade obtidos sob o formalismo de redes de Petri corroboram
com os resultados obtidos sob o formalismo de Grafos de Regulagdo Génica,
evidenciando a equivaléncia entre os métodos e que a aplicacéo dos procedimentos de
transposicdo de um método para o outro esta correta, pois apresentam 0 mesmo nimero
de estados e comportamentos dinamicos.

7.4. Andliseda Via Metabdlica Para o Triptofano

Uma vez apresentados os procedimentos de modelagem e andlise de reacdes
bioguimicas em termos de redes de Petri, resta agora aplica-los para o caso da via
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metabdlica de interesse deste trabalho, ou seja, para a via de biossintese do triptofano.
Desta forma, a seguir seréo feitas a modelagem e as analises dindmicas e estruturais do
modelo da via de biossintese sob os critérios ilimitado e limitado.

Com base no conjunto das seis reagdes existentes na via metabolica de producéo do
triptofano e nas informacdes deste capitulo, 0 modelo desta via em termos de rede de
Petri, pode ser verificado na Figura 66. Neste caso, ndo somente estdo sendo
consideradas as reacdes, mas também a presenca da enzima catalisadora de cada reacéo,
como condicdo necessaria ao disparo da reacdo. Ainda, por este modelo seguir o critério
ilimitado, foram inseridas as transi¢Oes fontes para as entradas e sumidouros para as
saidas do modelo.

7.4.1. Modelo llimitado

No modelo ilimitado da biossintese do triptofano, como mostra a Figura 66, o fluxo de
entrada e saida dos elementos é considerado infinito. A marcagdo inicial indica que a
presenca das enzimas é constante.

7.4.1.1. Anélise Dindmica

Sendo este modelo ilimitado, uma andlise dindmica somente podera ser feita por grafo
de cobertura. Neste caso, 0 grafo de cobertura apresenta 29 estados, para o qual ndo é
identificado nenhum estado “morto” (estével) a partir da marcacdo inicial.

7.4.1.2. Andlise Estética

Uma andlise estatica ou estrutural revela a existéncia de nove invariantes de lugar
correspondendo exatamente aos lugares associados as enzimas, comprovando que estes
S30 0s Unicos lugares limitados neste sistema.
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Figura 66. Modelo ilimitado da via de biossintese do triptofano em termos de redes de Petri. A concentracdo das enzimas é considerada
constante. Entradas e saidas obedecem a um fluxo infinito. Principais abreviagdes: ANTA, antranilato; CDRP, 1-(o-carboxifenilamino)-1-
deoxiribulose 5fosfato; CHA, corismato; GA3P, gliceraldeido 3fosfato; 13GP, indol 3glicerolfosfato; IND, indol; GIn, glutamina; Glu,
glutamato; Trp, triptofano; PPA, prefenato, PPi, fenilpiruvato; PRAA, fosforibosil antranilato; PRPP, 5fosforibosil-a-pirofosfato; Pyr,

piruvato; TrpA, TrpB, TrpC, TrpD e TrpE, conjunto de enzimas expr essas pelo operon trpEDCBA.
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Quanto a invariancia de transi¢des, a andlise estrutural revela a existéncia de cinco
invariantes de transi¢do, ou segja, Cinco circuitos que se encontram em equilibrio estavel,
sendo eles:

X, ={r,r .}, oqual corresponde areagdo reversivel rq,

X, ={r,,r ,} que corresponde areacdo reversivel r,

X3 ={r5,1 ¢} que corresponde areacdo reversivel rs

X, ={rs,r ¢} correspondente areacdo reversivel rg

X ={E4PPEP,GIn,PRPP, Ser, t, 1, L, 1, I5, I, Pyr,Glu, PPi, H ,O, CO,,GA3P,
Trp} o qual assegura a existéncia de um circuito de producdo do triptofano.

7.4.2. Modelo Limitado

Aplicando-se regras de reducéo previstas para redes de Petri sobre o modelo ilimitado,
as quais ndo ateram o comportamento geral do modelo e fazendo com que as entradas e
saidas sejam reinicializadas a cada ciclo, obtém-se entdo o modelo limitado ilustrado
pelaFigura67.

A marcacdo inicia, com uma marca no lugar inicio, faz com que a transicdo inicia
alimente os lugares de entrada do sistema exatamente com uma marca. Apos a evolucéo
total do sistema a transicdo repete atua como saida para os lugares que representam
elementos secundarios das reacoes.

Neste caso, lugares e transicbes de mesmo nome corresponde a um unico lugar e uma
Unica transi¢cdo. Para o caso do lugar H,O, este ocorre nas reagdesr, e rg e constitui um
unico lugar. Sendo assim, a transicéo repete retira a cada ciclo duas moléculas de H,O
do sistema.
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Figura 67. Modelo da via de biossintesedo trigofano em termos de redes de Petri sob o critério limitado. Lugaresreferentes as enzimas foram
retirados tornando a rede pura. Principais abreviacdes: ANTA, antranilato; CDRP, 1-(o-carboxifenilamino)-1-deoxyribulose 5fosfato; CHA,

corismato; GA3P, gliceraldeido 3fosfato; 13GP, indol 3glicerolfosfato; IND, indal; GIn, glutamina; Glu, glutamato; Trp, triptofano; PPA,

prefenato; PP, fenilpiruvato; PRAA, fosforibosil antranilato; PRPP, 5-fosforibosil-a-pirofosfato; Pyr, piruvato.



7.4.2.1. Analise Dinamica

Por ser limitado, a andlise dindmica revela o grafo de alcangabilidade ilustrado pela
Figura 68 para este modelo. Neste grafo pode-se perceber que as duas primeiras reagoes
deste sistema, por serem reversiveis, estdo em conflito dinamico a partir do estado m;
através das reagles r.1 e r,. Da mesma forma, as duas Ultimas reactes estéo em conflito
dindmico a partir do estado mg através das reacdes r.s e rg. Também, asreacbes r., e r3
estdo em conflito dinamico a partir do estado ms.

. .rl s & T,

Figura 68. Grafo de alcancabilidade para o modelo limitado da via de biossintesedo
triptofano.

A configuracdo deste grafo de alcancabilidade sugere que a existéncia de regides de
reversibilidade no inicio e no final do sistema possam atuar como repositérios
dindmicos de produtos intermedi&rios. Em uma eventualidade que acuse a auséncia de
um determinado produto final de uma via, o sistema pode decidir por outra rota
metabdlica a partir destes intermedidrios. Ainda, 0 estrangulamento ou gargalo dado
pelo circuito das reagdes r3 e ry, atua como um sequienciador do fluxo metabdlico entre
as regides de reversibilidade, garantindo que uma quantidade suficiente de produtos
intermediarios entre para o ciclo final do sistema.

7.4.2.2. Andlise Estrutural

Uma andlise estrutural ou estética para o modelo limitado reforca a existéncia de cinco
circuitos estéaveis, como também obtidos para 0 modelo ilimitado, através das seguintes
invariantes de transi¢céo:

X, ={r,,r,} que corresponde ao circuito de reversibilidade dareacéo r1,
X, ={r,,r_,} aocircuito dareacdo r»,
X, ={r;,r s} a0 circuito dareacso rs,
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X, ={rs,r ¢} @0 circuito dareacdo re e finalmente
Xs ={r, [, I I, 15, I} correspondente ao ciclo de producéo do triptofano.
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Figura 69. Circuitos obtidos pela analise invariantes de transicdo do modelo limitado.
Sendo, a invariante x; representada pela figura 69a, x, pela 69b, X3 pela 69c, x4 pea
69d.

A Figura 70 ilustra o circuito da invariante de transi¢cao Xs, 0 qual evidencia a existéncia
de uma sequéncia de ocorréncias de reagOes (transicdes) que garante a producéo do
triptofano.
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Figura 70. Circuito obtido pela invariante de transi¢éo xs do modelo limitado.

A andlise de invariancia de lugar feita para o0 modelo limitado revela a existéncia de
vinte e trés invariantes como mostra a Tabela 13. As invariantes de lugares apontam para
todos os circuitos de preservacdo dos e ementos produzidos pelo sistema. Por exemplo,
0s suportes de invariancia de lugar 1, 12, 13 e 14 correspondem aos circuitos que levam
a producdo do triptofano.
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Tabela 13. Invariantes de lugares correspondentes ao modelo limitado da via de biossintese do triptofano.

I nvariantes Lugares
1 inicio  Ser Trp
2 inicio CHA Glu
3 inicio  GIn Glu
4 inicio CHA Pyr
5 inicio  GIn Pyr
6 incio PRPP PRAA CDRP Ser H,O
7 inicio  CHA ANTA PRAA CDRP Ser H,O
8 inicio  GIn ANTA PRAA CDRP Ser H,O
9 incio PRPP PRAA CDRP I3GP IND H,O
10 inicio  CHA ANTA PRAA CDRP I3GP IND H,O
11 inicio  GIn ANTA PRAA CDRP I3GP IND H,O
12 incio PRPP PRAA CDRP I3GP IND Trp
13 inicio CHA ANTA PRAA CDRP I3GP IND Trp
14 inicio  GIn ANTA PRAA CDRP I3GP IND Trp
15 inicio PRPP PRAA CDRP I3GP GA3P
16 inicio  CHA ANTA PRAA CDRP I3GP GA3P
17 inicio  GIn ANTA PRAA CDRP I3GP GA3P
18 inicio PRPP PPi
19 inicio  CHA ANTA  PPi
20 inicio  GIn ANTA  PPi
21 incio PRPP PRAA CDRP CO,
22 inicio  CHA ANTA PRAA CDRP CO,
23 inicio  GIn ANTA PRAA CDRP CO,

Aplicando técnicas de composicdo, pode-se montar uma sub-rede de producéo de um

determinado elemento a partir da composicao destes sub-circuitos. A Figura 71 ilustra
as sub-redes de producéo do glutamato, piruvato, CO, e pirofostato.
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Figura 71. Circuitos correspondentes as invariantes de lugar es para o modelo limitado
da via biossintese do triptofano. Em 71a tem-se o circuito total para a produgdo do
glutamato, obtido da composi¢do dos circuitos correspondentes as invariantes de
transicéo 2 e 3 da Tabela 13. Os circuitos 71b, 71c e 71d foram obtidos da mesma
forma.
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Figura 72. Circuito correspondente a producéo de triptofano obtido da composicao
dos suportesdeinvarianciadelugar 1, 12, 13 e 14 da Tabela 13.

Para 0 caso da producéo do triptofano, a Figura 72, ilustra os lugares e tansi¢Oes
necessarias a estabelecer um circuito de producéo do triptofano obtido pelas invariantes
delugares 1, 12, 13 e 14 indicadas pela Tabela 13.

7.5. O Modelo Integrado

A integracdo da via metabdlica a rede de regulacdo, ambas em termos de redes de Petri,
esta ilustrada pelas Figura 75, onde se tem um modelo sob o critério de andlise ilimitado
desta integracéo e pela Figura 76 representando o modelo integrado sob o critério de
andise limitado.

Primeiramente, a integracao se da pela substituicdo da transi¢do tz da rede de regulagéo,
a qual impde que a presenca das enzimas aumenta o nivel de triptofano, por toda a rede
do modelo da via metabdlica. Segundo, o conjunto de enzimas TrpD, TrpC, TrpB e
TrpA é considerado constante, neste modelo, com base nas evidéncias biol égicas:

Somente as subunidades da enzima TrpE s8o desativadas pelo mecanismo de
inibicdo retroativa, restando as subunidades TrpD ativas do tetramero que
compde o primeiro complexo enzimético da via metabdlica.

Devido a existéncia do promotor constitutivo interno trpP2, sempre se fara
presente 0 conjunto de enzimas TrpC, TrpB e TrpA.

Terceiro, na transicdo correspondente a reacdo rg € adicionado a pré-condicéo
equivalente ao lugar nTrp mantendo a producdo do triptofano no intervalo descrito pelos
nivels qualitativos baixo, médio e alto.
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Mais importante, toda a logica de regulacéo sobre a producdo da via metabdlica recai
sobre a presenca, auséncia ou inibicdo da enzima TrpE, representada na via metabdlica
pelo lugar de mesmo nome.

Por ultimo, na rede de regulacdo foram introduzidas duas sub-redes de regulacéo que
indicam o aporte de triptofano externo, Trpex:, € sua regulacéo pela proteina repressora
TrpR, como ilustrado pela Figura 73. Esta ateragdo ndo modifica a seméntica da rede e
substitui 0 procedimento de manipulacdo do valor basal de triptofano no modelo. Isto
foi feito para deixar mais evidente a relacéo entre os mecanismos de controle, somente
com o prejuizo do aumento do nimero de estados sob andlise.
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Figura 73. Rede de regul agéo do aporte externo de triptofano.

Neste caso, a presenca do aporte externo leva a concentracdo de triptofano para seu
nivel maximo, como indicado pela Figura 73a. Sendo que para simular um aporte
externo de triptofano no nivel médio é necessario modificar esta mesma rede de maneira
a elevar a concentracdo de triptofano somente para o nivel médio, como pode ser
verificado na Figura 74.
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Figura 74. Rede de regulacdo do aporte externo de triptofano no nivel médio
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Figura 75. Modelo integrado da via de biossintese do triptofano acoplada a rede de regulacdo. L ugar es de mesmo nome constitui um dnico lugar
narede. A transi¢do ts (sombreado fraco) do grafo de regulagdo foi substituida pela via metabdlica. Principais abreviagdes: ANTA, antranilato;
CDRP, 1-(o-car boxyfenilamino)-1-deoxyribulose 5-fosfato; CHA, corismato; GA3P, gliceraldeido 3-fosfato; 13GP, indol 3-glicerolfosfato; IND,
indol; GIn, glutamina; Glu, glutamato; Trp, triptofano; PPA, prefenato; PPi, fenilpiruvato; PRAA, fosforibosil antranilato; PRPP, 5-
fosforibosil-a-pirofosfato; Pyr, piruvato; TrpA, TrpB, TrpC, TrpD e TrpE, conjunto de enzimas expr essas pelo operon trpEDCBA.
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Figura 76. Rede de regulacdo da biossintese do triptofano sob o critério limitado. Regulacdo do Trpy: (a); Regulacdo Trps (b); Regulacédo do
conjunto de enzimas TrpE (c); Regulacdo do repressor TrpR (d). Principais abreviacBes: ANTA, antranilato; CDRP, 1-(o-car boxyfenilamino)-
1-deoxyribulose 5fosfato; CHA, corismato; GA3P, gliceraldeido 3fosfato; 13GP, indol 3glicerolfosfato; IND, indol; Gln, glutamina; Glu,
glutamato; Trp, triptofano; PPA, prefenato; PPi, fenilpiruvato; PRAA, fosforibosil antranilato; PRPP, 5fosforibosil-a-pirofosfato; Pyr,
piruvato; TrpA, TrpB, TrpC, TrpD e TrpE, conjunto de enzimas expressas pelo operon trpEDCBA.
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7.5.1. Modelo llimitado

O modelo sob o critério de andlise ilimitado da integracéo da via metabdlica com a rede
de regulacdo pode ser verificado na Figura 75. Neste modelo, as entradas e saidas do
sistema sdo infinitas ndo-enumeraveis. Somente a saida do triptofano do sistema €
mantida para o intervalo definido pela andlise qualitativa, de maneira a corresponder
com alégica prevista para a rede de regulac&o.

7.5.1.1. Andlise Dinamica

O grafo de cobertura para este modelo apresenta 703 estados. Sendo que nenhum destes

estados e nenhuma transi¢éo sdo “mortos’, dada a marcacdo inicial da rede.

7.5.1.2. Andlise Estrutural

Esta andlise revela um conjunto de 10 invariantes de transicdo. Sendo oito destas
invariantes referentes aos circuitos de controle e duas invariantes referentes a producdo
de triptofano. Para as invariantes de lugar, a andlise revela um conjunto de nove
invariantes de lugar que correspondem as enzimas, a0 repressor, a presenca de
triptofano externo e ao triptofaro interno.

7.5.2. Modéelo Limitado

O modelo sob o critério de andise limitado da integracdo da via metabdlica com a rede
de regulacéo pode ser verificado na Figura 76. Neste modelo as entradas e saidas do
sistema sdo limitadas. A cada repeticdo das entradas € adicionado no sistema um
conjunto de marcas suficientes para triptofano no nivel dto, sendo as saidas retiradas
nesta mesma proporgao.

7.5.2.1. Andlise Dinamica

O grafo de alcancabilidade apresentou 696 estados, onde nenhum destes estados ou
transicbes entre estados encontra-se “morto” em funcdo da marcagéo inicia da rede.
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Também, pela andlise de vivacidade a rede mostrou-se viva, conexa, fortemente conexa
ereversivel.

7.5.2.2. Andlise Estrutural

Novamente, foram encontradas dez invariantes de transicdo tal como para 0 modelo
ilimitado. Sendo que oito destas invariantes correspondem aos circuitos de controle e
duas revelam dois circuitos que levam a producéo de triptofano.

7.6. Resumo

Neste capitulo, primeiramente foi obtido o modelo [6gico de regulacdo da biossintese do
triptofano a partir do modelo biolégico introduzido pelo capitulo 2. Neste modelo,
foram considerados os mecanismos de regulagdo por atenuagdo da transcricdo génica,
repressdo da transcricéo génica, repressdo do aporte externo de triptofano e inibicéo
alostérica retroativa por produto final da via metabdlica.

O modelo l6gico ficou entdo composto por trés nodos: o nodo Trp representando a
concentracdo total de triptofano no meio celular, o nodo TrpR representando o a
proteina repressora da transcricdo génica de mais de um operon envolvidos na regulacéo
da biossintese do triptofano e o nodo TrpE representando o conjunto de enzimas
necessarias ao metabolismo do triptofano a partir do corismato.

Todos os mecanismos de regulagdo sGo mediados pela mncentragéo de triptofano no
meio celular. Desta forma, foram escolhidos trés niveis |6gicos de concentracdo do
triptofano: baixo, médio e alto. O nivel baixo favorece a expressio génica do operon
trpEDCBA 0 que contribui para a presenca do conjunto de enzimas necessarias a
producéo de triptofano. O nivel médio provoca atenuacdo da transcricdo contribuindo
para a auséncia do conjunto de enzimas. O nivel alto, tem dois efeitos, sendo um deles a
ativagdo da proteina repressora TrpR, a qua reprime a transcricdo do operon
trpEDCBA, da permease mtr e de seu proprio operon trpR, contribuindo para a auséncia
do conjunto de enzimas e repressao do aporte externo de triptofano. O segundo efeito da
concentracdo alta de triptofano € o da inibicéo retroativa da primeira enzima da via
metabdlica, TrpE, contribuindo para a diminuic¢éo da producéo de triptofano.

A andlise dindmica assincrona deste modelo revelou um grafo de transi¢bes contendo 12
estados, para a condicdo inicia que assume Trp baixo, TrpR inativo, o conjunto de
enzimas, TrpE, presente e nenhum aporte externo de Trp. A andlise deste grafo, para
estas condicOes, revelou a existéncia de dois circuitos de regulagcdo, um dado pelo
mecanismo de atenuacdo para concentracdo intermediéria de Trp e outro de repressdo
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para concentragdo alta de Trp. Estas mesmas condic¢des iniciais quando combinadas ao
aporte externo méedio de Trp apresenta um estado estavel com Trp no nivel médio, o
conjunto de enzimas ausente e o repressor inativo. Fora desta condicdo o sistema oscila
entre os niveis de baixa e ata concentracdo de Trp governados pelos mecanismos de
regulacdo destes extremos.

Em seguida foram simuladas situagOes para as quais houve blogueio na evolucéo das
varidveis de maneira a verificar a existéncia de circuitos que correspondem aos
mecanismos de regulacdo mencionados. Neste caso, todos 0s circuitos mostraram-se
evidentes e correspondentes ao comportamento biol 6gico esperado.

O modelo |6gico dado pelo grafo de regulacdo foi entdo transcrito para o formalismo de
redes de Petri. A rede de regulacdo obtida apresentou 12 estados da mesma forma que
para o grafo de regulacdo e exibiu as propriedades de vivacidade, reversibilidade e
limitabilidade.

A rede de regulacdo foi entdo integrada a rede da via metabdlica sob os critérios de
andlise ilimitado e limitado. A andlise destes modelos sob estes critérios revelou que o
sistema preservou as propriedades inerentes a logica de regulagdo derivada das
observacdes biol bgicas.



Capitulo 8

Conclusdes e Consider agcoes Finais

Vias metabdlicas sdo formadas por um conjunto de reages bioquimicas subordinadas a
presenca de enzimas que facilitam estas reacGes. O estudo destas cadeias de reacOes,
levando-se em conta somente 0s parametros cinéticos de cada enzima por seu substrato,
assume a presenca constante do conjunto de enzimas no meio celular. Considerar a
|6gica de regulacéo que determina a presenca destas enzimas no meio celular com base
em informagdes gendmicas requer o desenvolvimento de novos métodos formais de
abordagem deste problema.

Recentemente o formalismo de redes de Petri tem sido considerado para modelar redes
bioquimicas. Porém, poucas destas experimentacdes levam em consideracdo redes de
regulacéo génicas, e atém-se a uma transcricdo direta de vias metabdlicas para o
formalismo de redes de Petri. Na medida em que mais e mais informacdes sobre
mecanismos regulatorios tornam-se disponiveis, dado o avanco da biologia molecular,
torna-se imprescindivel considerar estas informagoes.

Os mecanismos de regulacdo da producdo de triptofano pela Escherichia coli € um
exemplo da disponibilidade desse tipo de informacdo. Usualmente elas cobrem desde o
espectro gendmico de interactes entre biomoléculas até o de informagdes relacionadas a
elucidacdo do comportamento de cada enzima envolvida nas reagdes bioguimicas.
Também, por ser de producdo dispendiosa para a E. coli, em termos energéticos, esta
via metabolica encontra-se sob um rigoroso sistema de controle. Este rigor se da
principalmente pela combinagdo da atuacdo dos mecanismos de atenuacdo da
transcricdo, repressio da transcricdo e inibicdo retroativa da primeira enzima da via
de biossintese, bem como sobre o aporte de triptofano extracelular.

De maneira a capturar este aspecto combinatério ditado pela ativagéo ou inibicao destes
mecanismos de controle foi utilizado o formalismo de grafos de regulacéo génica para
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descrever a rede de regulagéo da producdo do triptofano. Este formalismo tem como
propriedades a identificacdo de circuitos funcionais de ativacdo ou de inibicdo que
corroborem para a aceitacdo ou refutagdo de hipdteses levantadas por observactes
bioldgicas, bem como naidentificac8o de estados multi-estacionarios

O modelo l6gico de regulagdo da producdo do triptofano obtido sob o formalismo de
grafos regulatérios encontra traducdo para o formalismo de redes de Petri e preserva as
propriedades sistémicas capturadas pelo modelo légico. Este mapeamento de um
método formal para outro permite, além de ampliar as técnicas de analise, wsufruir dos
ambientes computacionais de modelagem e andlise de redes de Petri, amplamente
desenvolvidos ao longo de décadas. Também devido a que o méodo de grafos
regulatorios ser relativamente recente quando comparado a redes de Petri, ambientes
computacionais para este método encontram-se em pleno desenvolvimento.

Uma vez obtido ambos os modelos, da rede de regulacéo e da via bioguimica descrita
pelo formalismo de redes de Petri, procedeuse a integracéo destas redes de maneira a
caracterizar um modelo integrado da produgdo regulada do triptofano. Este modelo
integrado foi entdo submetido a andlise dindmica e estrutural previstas para redes de
Petri.

Lembrando que aandise dindmica depende da marcagdo inicial do sistema e revela a
limitabilidade do modelo quanto aos estados alcancaveis a partir da marcagéo inicial.
Ainda, se um sstema for limitado entdo um grafo de acancabilidade pode ser
construido e a partir deste grafo muitas outras propriedades podem ser derivadas tais
como: vivacidade, reversibilidade, conservacéo, conectividade, entre outras.

Por sua vez, a andlise estrutural refere-se a topologia do modelo e permite verificar a
existéncia de circuitos. Estes circuitos podem ser construidos pela andlise de invariancia
de lugar e pela invariancia de transi¢éo.

Invariantes de lugar revelam os lugares cuja marcagdo permanece inalterada, néo
importando 0 nimero de disparos das transicdes do sistema, e o circuito descrito pela
interconexdo destes lugares e suas devidas transi¢des corresponde a conservacdo de um
determinado produto durante a evolucéo do sistema.

Invariantes de transicdo revelam subcircuitos da rede e permitem verificar as sub-redes
comporentes da rede global. Estes subcircuitos sdo formados pela repeticdo de uma
mesma sequéncia de ocorréncias a partir de um conjunto de transicbes e que, por
conseguinte, pode levar a verificacdo da producdo de um determinado metabdlito, por
exemplo.

A andlise do modelo integrado da producéo do triptofano pela E. coli revelou que este
sistema da prioridade ao aporte externo de triptofano no nivel médio em detrimento da
producdo interna e demonstrou um estado estavel para esta condi¢do, mantendo-se a
producdo de enzimas atenuada e o repressor inativo. Também, a auséncia subita de
triptofano externo, ativa a biossintese do conjunto de enzimas e a retomada do
metabolismo do triptofano. Para valores excedentes de triptofano, os mecanismos de
represséo e de inibicdo retroativa modulam a concentracdo de triptofano para valores
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internos admissiveis.

Basicamente existem dois grandes circuitos de regulacdo, um que modula a
concentragdo interna nos valores intermedidrios para baixo e outro que modula a
concentracdo de valores excedentes para intermediarios.

A producéo interna ocorre somente para valores de baixa concentragéo de triptofano e
ainda devido aos casos para os quais a hiossintese do conjunto de enzimas escapa do
processo combinatorio de atenuacdo da transcricao.

Mesmo assim, a producdo interna por si sO pode levar o sistema a altas concentracdes de
triptofano, quando por sua vez os mecanismos de regulacdo de repressdo e de inibicéo
retroativa voltam a modular esta concentracdo para nivels baixos.

Desta forma o sistema oscila entre niveis alternados de baixa e alta concentracéo de
triptofano assumindo um estado estavel somente para um aporte de triptofano externo
no nivel intermediério, pois neste caso 0 conjunto de enzimas mantém-se atenuado e
este nivel ndo é suficiente para ativar 0 mecanismo de repressao.

Uma andlise futura mais refinada poderia considerar a afinidade da proteina repressora
TrpR pelaregido de operagéo dos diversos operons sob sua regulagdo o que permitiria
melhorar a definic¢éo dos limiares de atuacdo dos mecanismos de regulacéo.

Ainda, considerar a regulacdo cooperativa exercida conjuntamente entre as proteinas
repressoras TyrR e TrpR, as quais conjuntamente decidem pelo aporte externo e
producdo de um dos trés aminoacidos aromaticos a partir de pontos de entrada e de
bifurcacdo de metabdlitos intermediarios para a via metabdlica dos aminoécidos
arométicos.

Também, a medida que informacdes detalhadas sobre os parametros cinéticos destas
reagOes incluindo as “reacbes’ de transcricdo, traducdo e transporte tornem-se
plausiveis, este modelo pode ser facilmente convertido para um modelo de redes de
Petri Hibridas e desta forma permitir uma analise quantitativa e mais significativa em
termos numeéricos sobre este sistema.
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