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Resumo

A doenga de Alzheimer é a forma mais comum de deméncia, caracterizada pela
perda gradual de memoria e cognicao dos pacientes. Mesmo com os avangos nas pesqui-
sas sobre essa enfermidade, ainda nao existe medicamento capaz de cura-la ou preveni-la.
Assim, a descoberta de um tratamento eficaz é de vital importancia, e uma abordagem
que pode contribuir para esse fim, reduzindo o tempo e os custos de novas descobertas,
é o reposicionamento de farmacos e técnicas in silico. Nesse sentido, Statistical Model
Checking, uma técnica de verificacao formal, pode ajudar a analisar as interacoes en-
tre proteinas e drogas e testar estratégias farmacologicas a um custo menor do que os
experimentos de laboratério. Nesta pesquisa, entao, desenvolvemos um modelo formal es-
tocastico que permite testar diferentes drogas, ou combinagoes de drogas, que tém como
alvo a via PI3K/mTOR e avaliar o efeito sobre Tau e amiloide beta, que sdo duas pro-
teinas que influenciam na evolugao da doenca de Alzheimer. Neste trabalho analisamos o
efeito da rapamicina, LY294002, e da BEZ235 nessas proteinas. Os resultados mostram
que a rapamicina tem o potencial de retardar um dos processos biolégicos que causam
a morte neuronal; identificamos também a melhor dose de rapamicina para obter tais
resultados. No entanto, as analises indicam que a LY294002 e a NVP-BEZ235 podem au-
mentar a fosforilagao de Tau em todos os cenarios testados. Tais resultados sao indicios
de um possivel efeito colateral de candidatos a farmacos que inibem PI3K e precisam ser
investigados em modelos in vivo. Além disso, mostramos que a rapamicina nao reduziu
esse efeito colateral quando administrada em conjunto com a L.Y294002. A metodologia
proposta mostrou que a verificagao formal de modelos pode ser aplicada ao estudo de
biologia de sistemas, uma vez que é capaz de verificar propriedades de forma eficiente.
Nosso modelo esta pronto para ser usado para testar outras drogas que visam as variaveis
da via e os efeitos causados por elas. Pode ser considerado uma ferramenta poderosa
para tracar estratégias farmacolégicas reduzindo tempo e custo no desenvolvimento de

experimento gerando novos insights.

Palavras-chave: Statistical Model Checking. Doenga de Alzheimer. PI3K/mTOR



Abstract

Alzheimer’s disease is the most common form of dementia characterized by the
gradual loss of memory and cognition of patients. There is no drug capable of curing or
preventing the disease, being the discovery of an efficient treatment for the disease is of
vital importance. An approach that can contribute to this purpose of reducing time and
costs of new discoveries is drug repositioning and in silico techniques. Statistical Model
Checking, a formal verification technique can aid in analyzing protein and drugs interacti-
ons and test pharmacological strategies, contributing for drug discovery and repurposing.
In this work, we present a stochastic formal model that allows us to test different drugs,
or combination of drugs, that target the PI3K/AKT/mTOR pathway and to evaluate
the effect on tau protein and amyloid-beta peptide, which are two important components
that contribute to the progression of Alzheimer’s disease. We have analyzed the effect
of rapamycin, LY294002, and NVP-BEZ235 on those proteins. Our results have shown
that rapamycin has the potential to slow down one of the biological processes that causes
neuronal death. Moreover, we have identified the ideal dose of rapamycin to obtain such
results. However, our findings have unveiled that LY294002 and NVP-BEZ235 can incre-
ase tau phosphorylation in all scenarios tested. This is an indication of a possible side
effect of drug candidates that inhibit PI3K and need to be investigated in in vivo models.
Besides that, we have shown rapamycin has not reduced this side-effect when administe-
red together with LY294002. The methodology proposed has been able to model both the
disease and drug interactions. We have analyzed three drugs and our model is flexible to
test other drugs and pharmacological strategies and efficient to analyze the properties of

the model generating new insights.

Keywords: Statistical Model Checking. Alzheimers Disease. PI3k/mTOR
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Capitulo 1

Introducao

1.1 Motivacao

Deméncia é o nome atribuido as sindromes que afetam a memoria, o pensamento
e as emocoes. Ela é uma das maiores causas de dependéncia entre a populacao mais
idosa, e o nimero de pessoas acometidas vem crescendo ao longo dos anos, haja vista
o aumento da expectativa de vida da populacao. Em 2017, eram 50 milhoes de pessoas
com deméncia no mundo, nimero que quase dobra a cada 20 anos, havendo estimativa
de 75 milhoes de pessoas em 2030 e de 131 milhoes em 2050. Além disso, a deméncia tem
impacto econémico para as pessoas que necessitam de cuidados. Em 2018, o gasto com
tais cuidados extrapolou o valor de U$ 1 trilhdo, e, em 2050, espera-se que seja de U$ 3
trilhoes em todo o mundo [102].

Das doengas que provocam a deméncia, a doenga de Alzheimer (DA) é a mais
comum, sendo responsavel por 50% a 75% de todos os casos [51]. Trata-se de uma doenca
neurodegenerativa progressiva associada & perda de memoria, a alteracao de comporta-
mento e cognigao [29]. Os pacientes com Alzheimer também costumam desenvolver qua-
dro de apatia, depressao, distirbio alimentar e do sono, agressividade e outras alteracoes
comportamentais [87].

Isso posto, a morte de neurénios na DA é uma consequéncia de uma série de pro-
cessos, incluindo o actimulo de placas do peptideo amiloide beta (Af) no cérebro, a de-
sestabilizacao do citoesqueleto neuronal com a formagao de emaranhados neurofibrilares,
alteragoes metabolicas e inflamagao no sistema nervoso central |[72].

O déficit na formacao de memoria é o quadro clinico tradicional para a identificacao
da DA. Entretanto, quando o paciente apresenta esse quadro clinico, a DA ja se encontra
em estagio avangado. Sabe-se que a DA inicia décadas antes de o quadro de deméncia ser
diagnosticado. Em um grupo de pessoas de 85 anos, os danos cerebrais iniciaram aos 55
e 65 anos. Nos grupos de pessoas com 65 anos, a patologia iniciou entre 35 e 45 anos do
paciente [52].

Atualmente, os biomarcadores para a deteccao da doenca de Alzheimer sao obtidos
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através do liquido cérebro espinhal e constatam o aumento das concentragoes das proteinas
Tau e Tau fosforilada, além de uma reducao na concentragao do peptideo A de cadeia de
42 aminoacidos. Ha outros biomarcadores sendo avaliados que sao extraidos de maneira
menos invasiva, como do plasma sanguineo, mas ainda nao sao confiaveis [77].

Os primeiros medicamentos aprovados para o tratamento da doenca foram 3 ini-
bidores colinesterase (donepezila, rivastigmina e galantamina) e a memantina, que foi o
ultimo farmaco aprovado para a DA em 2003. Os tratamentos com estes farmacos atuam
para suavizar os sintomas da doenga melhorando aspectos cognitivos e nao sao capazes de
regredir o processo de neurodegeneracao. Além disso, eles se tornam pouco eficientes nas
fases mais tardias da doenca — apenas a donezepila e a memantina sao aprovadas para
usos nos quadros severos da doenga [33].

Considerando este cenario e o crescente niimero de pacientes acometidos com DA
em junho de 2021, a agéncia federal do Departamento de Satude e Servicos Humanos do
governo norte-americano, a FDA (do inglés Food and Drug Administration) aprovou o
aducanumabe para a DA utilizando o mecanismo de Aprovacao Acelerada. Esse meca-
nismo possibilita que um medicamento para uma doenca grave seja aprovado desde que
ele possa propiciar beneficios significativos para os pacientes. A aprovac¢ao ocorre mesmo
que ainda exista um grau de incerteza sobre os resultados dos testes clinicos [36].

Diferentemente dos medicamentos ja aprovados, o aducanumabe atua diretamente
na fisiopatologia da DA e nao apenas na reducao do efeito colateral. Ele é um anticorpo
que se liga nas placas e nos oligdmeros soluveis de AS [86], e a FDA determinou que ha
evidéncias que a substancia reduz as placas amiloides no cérebro capaz de trazer beneficios
para os pacientes. Por ser uma aprovacao acelerada, a Biogen, que é responsavel pela
producao da aducanumabe, devera continuar os ensaios clinicos para averiguar os reais
beneficios podendo ter aprovacao cassada se o resultado nao for satisfatorio [36].

Apesar das controvérsias a respeito da aprovacao acelerada da aducanamabe, este
recurso trard novas possibilidades de tratamento para DA, uma doenca cujo nimero de
pessoas acometidas, a cada ano que passa, s cresce devido ao envelhecimento da popula-
¢ao. Estima-se que as doencas neurodegenerativas se tornarao a segunda maior causa de
mortalidade no mundo, atras apenas das doengas cardiovasculares [37].

Uma estratégia para buscar novos tratamentos contra a doenga de Alzheimer é o
reposicionamento de farmacos, ou seja, uma tentativa de uma substancia ja conhecida e
testada para certa doenca ser utilizada em nova aplicacao terapéutica. Algumas vantagens
dessa abordagem sao a reducao do investimento e do tempo necessarios para testes e o fato
de a farmacocinética ja ser conhecida [37, 74]. Nesse sentido, os candidatos a farmaco
anticancer tém se mostrado uma alternativa para aplicacao terapéutica na doenca de
Alzheimer. Estudos indicam que existem vias compartilhadas por essas doencas, por
exemplo a PIBK/AKT/mTOR que é responséavel pela disfungdo mitocondrial, estresse

oxidativo e metabolismo celular [37].
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Uma ferramenta que pode auxiliar nessa busca de tratamento para a doenga e sua
compreensao é a modelagem computacional das interacoes envolvidas. Os modelos tém
como objetivo descrever e entender como os componentes bioldgicos interagem ao longo do
tempo |1, 16, 49]. Eles sao abstragoes virtuais e imperfeitas que reproduzem as principais
caracteristicas necessarias para a compreensao dos sistemas. Assim, um modelo precisa
ser simples e, ao mesmo tempo, detalhado o suficiente para que seu comportamento possa
ser explorado [103].

Associados a métodos estatisticos e ferramentas computacionais, os modelos pos-
sibilitam que os pesquisadores explorem o sistema, assim como fisicos e quimicos fazem
com as estruturas moleculares. Com esse ferramental, pode-se, por exemplo, aumentar
a concentracao de um ligante ou até mesmo remové-lo e avaliar os efeitos no sistema. O
aumento da concentracao de uma espécie molecular pode ser util para verificar a toxici-
dade de uma substancia, por exemplo. Para a industria farmacéutica, a utilizacao dessas
técnicas auxilia na descoberta de novos compostos, permitindo identificar mecanismos de
feedback e prevenir efeitos colaterais [16, 103, 55, 95].

A técnica de Statistical Model Checking (SMC) é uma abordagem que pode ser
utilizada para a analise de modelos biol6gicos computacionais. Ela é uma técnica formal
de verificacao e analise de sistemas complexos que mescla simulagoes controladas com
verificagao de modelos [105]. A verificagdo de modelos analisa todas as combinagoes
possiveis de entradas do modelo e executa uma busca exaustiva e automatica no espago
de estados [27]. Um dos grandes desafios dessa abordagem ¢ lidar com o crescimento
exponencial do niimero de estados quando o ntimero de variaveis aumenta. Nesse sentido,
o SMC ¢é uma maneira de contornar essa limitacao, associando simulagoes, estatistica e
Model Checking [56].

A adogao do SMC em modelos estocasticos, como os sistemas biologicos, oferece
vantagens em comparacao com outras abordagens computacionais, tais como a simulagao.
Isso porque o SMC permite explorar comportamentos raros do sistema por meio da logica

temporal e observar comportamentos raros de forma mais aprofundada.
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1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo geral

Testar a hipotese de que a técnica SMC pode ser utilizada para analisar o potencial
efeito farmacolégico na inibigao da via PI3K/AKT/mTOR para o tratamento da doenga
de Alzheimer.

1.2.2 Objetivos especificos

e Construir um modelo formal da via PI3K/AKT/mTOR/Tau/ApS.
e Utilizar o Uppaal para a verificacao das propriedades do modelo.

e Avaliar o efeito de diferentes doses da rapamicina sobre a fosforilacao de Tau e a

formacao do peptideo AS.

e Avaliar o efeito de diferentes doses da LY294002 sobre a fosforilagao de Tau e a

formacao do peptideo Af.

e Avaliar o efeito de diferentes doses da NVP-BEZ235 sobre a fosforilagao de Tau e a
formacao do peptideo AS.

1.3 Justificativa

Com a adog¢ao da abordagem computacional proposta, esperamos obter hipdteses
que possam ser uteis no desenvolvimento de estratégias farmacolégicas para a doenga de
Alzheimer. Ao disponibilizarmos para a comunidade um modelo novo que relaciona a
via com as variaveis-chave da doenca, esperamos contribuir para o avango na pesquisa

farmacologica, a qual demanda grande atencao.
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1.4 Organizacao

Esta tese esta organizada da seguinte forma: o Capitulo 2 apresenta a doenca
de Alzheimer e os processos bioquimicos envolvidos nessa enfermidade. E mostrado um
modelo que descreve algumas reacoes que desencadeiam a doenca, além de como um
candidato a farmaco age no sistema a fim de reduzir os efeitos da doenga. No Capitulo 3
sao abordados os conceitos de modelagem computacional de sistemas deterministicos e
estocasticos.

O Capitulo 4 4 introduz os conceitos de Model Checking e da logica temporal.
Apresentam-se a explosao de estados como um gargalo da técnica e as abordagens que
surgiram para minimizar esse problema. O SMC é uma dessas abordagens, o qual mescla
simulagao com MC.

O Capitulo 5 descreve o Uppaal, software que utiliza o SMC no processo de veri-
ficacao de propriedades. A ferramenta possui trés modulos principais: a modelagem do
sistema, a simulacao e a verificagao. Descrevem-se os formalismos dos modelos e a logica
temporal implementada na ferramenta. Nesse capitulo também se explica uma maneira
de mapear um sistema biolégico para um modelo no Uppaal.

O Capitulo 6 descreve o processo de desenvolvimento do modelo formal da via
PI3K/AKT/mTOR. Apresentam-se também as analises prévias para a calibra¢ao do mo-
delo, assim como sao descritas as propriedades do modelo que serao verificadas. Nos
capitulos 7, 8, e 9 apresentam-se as nossas analises e a discussao da aplicabilidade de
rapamicina, LY294002 e BEZ235, respectivamente, na doenga de Alzheimer. Por fim, o

ultimo capitulo contém as consideragoes finais desta pesquisa.
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Capitulo 2

Doenca de Alzheimer

A doenca de Alzheimer é uma doenga neurodegenerativa e é responséavel pela mai-
oria dos casos de deméncia no mundo. Infelizmente, ainda nao ha um tratamento que
interrompa a progressao ou previna seu desenvolvimento, nem mesmo de diagnoéstico pre-
coce. Neste capitulo sao descritos alguns dos mecanismos que a caracterizam, tratamentos

e vias de sinalizacao relacionadas a doenga.

2.1 Fisiopatologia

Existem diferentes fatores de risco que podem desencadear a doenga de Alzheimer,
como baixo nivel de escolaridade, estilo de vida e histérico familiar. Apesar de se conhece-
rem alguns fatores genéticos, tais como mutagao na proteina amiloide precursora (APP),
na presenilina 1, na presenilina 2 e na alipoproteina E4, eles correspondem a apenas 5%
dos casos da doenca [17].

A principal hipotese para a doenca de Alzheimer sao a formacao e o actimulo
de placas amiloides. Essas placas resultam de um desequilibrio entre a producao do
peptideo AS e sua degradagao. Uma das razoes conhecidas para esse desequilibrio é a
ativagao da via amiloidogénica, na qual a APP é clivada por duas enzimas, beta e gama
secretases, gerando AS 22, 92|. Esse peptideo possui diferentes protoformas, sendo as
cadeias com 40 residuos de aminoacidos, A(1_49, € a de 42 residuos de aminoéacidos,
AB1_40, mais predominantes na doenca de Alzheimer. Apesar de a protoforma Af;_4
ser mais abundante, o peptideo AS;_45 possui maior neurotoxicidade e capacidade de se
agregar [85, 53].

De acordo com a hipdtese amiloide, formas menores de A (monoémeros e dimeros)
também podem transpor a membrana neuronal e induzir a hiperfosforilacao anormal da
proteina Tau — uma proteina envolvida na estabilizacao do citoesqueleto do neurénio. A
Tau hiperfosforilada resulta no acimulo de emaranhados neurofibrilares Tau (do inglés,

neurofibrillary tangles — NFT) no neurdnio, além de levar a desestabilizac¢ao do citoesque-
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leto do neurdnio, seguida por degeneracao do axonio e do dendrito, morte celular e perda
de fungao [89]. O disfuncionamento das placas amiloides em degradagao e o processo NFT
também contribuem para manter ou aumentar a morte e a perda neuronal, resultando em
declinio cognitivo [72].

A inflamagao, que é responsavel pela reacao de defesa do organismo contra di-
ferentes agentes nocivos, é outro fator presente na DA. Apesar de esse processo poder
originar-se a partir de processos inerentes ao organismo como o proprio envelhecimento,
na DA ele é acentuado [4].

A inflamacao no sistema nervoso central é mediada pelas células das microglias e
dos astrocitos que podem ser ativadas pelos agregados ou por proteinas modificadas. As
microglias sao recrutadas para a regiao lesada onde podem proliferar e liberar citocinas
anti-inflamatorias e pro-inflamatorias, tais como as interleucinas 1L-13, 1L-6 e IL-12, fator
de necrose tumoral alfa e interferon gamma. Esses mediadores pré-inflamatérios aumen-
tam a producao da APP e o processamento amiloidogénico para formar mais peptideos Af.
Estes, por sua vez, fazem com que mais citocinas pro-inflamatorias sejam liberadas. Essa
perturbagao provoca uma neuroinflamacgao crénica, o que resulta na morte de neurdnios,
ativando, consequentemente, novas células microgliais. Assim, surge um circulo vicioso
que aumenta a neurodegeneragao e implica a progressao da doenga de Alzheimer |32, 34].

Sendo assim, uma fungao que pode auxiliar na reducao das placas amiloides e dos
NFT é a autofagia, que é um processo de degradagao intracelular em que a célula auto
digere seus proprios componentes. A autofagia tem um papel importante na manutengao
da homeostase, no equilibrio energético e na integridade funcional, eliminando espécies
disfuncionais como agregados de proteinas toéxicas e organelas celulares danificadas, pro-
tegendo os neurdnios da morte [63].

A autofagia é estimulada por diferentes fatores, sendo o alvo da rapamicina em
mamiferos (mTOR) um dos principais componentes reguladores que inibem a biogénese
autofagica [64]. Trabalhos em modelos animais transgénicos da doenga de Alzheimer
tém apresentado bons resultados na melhora cognitiva quando se utilizam inibidores de
mTOR [8, 84].

2.2 Via PI3K/AKT/mTOR

As fosfatidilinositol-3 quinases (PI3K) sao uma familia de enzimas que fosforilam
os lipidios fosfatidilinositol. Essas enzimas sao agrupadas em trés classes, que sao deter-
minadas pela estrutura e pela fun¢ao desempenhada por cada uma delas [96].

A classe I é subdividida em grupo TA (p110«a, pl11043, p110vy), que sdo enzimas
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ativadas por receptores de tirosina quinase e que possuem a subunidade regulatoria
p85 e a subunidade catalitica p110. Essas estruturas sao responsaveis por fosforilar o
fosfatidilinositol-bi-fosfato e produzir o fosfatidilinositol-tri-fosfato. Essa acao leva ao re-
crutamento e a ativacao de outras proteinas que atuam na cascata de sinalizagao, em
particular a proteina quinase B (AKT), que é fosforilada no aminoécido treonina no sitio
308 (T308) 96, 50, 70].

A total ativagdo de AKT depende também da fosforilagao na serina 473 (S473) por
mTORC2. Essa ativagdo de AKT desencadeia uma série de sinalizagdes, como a inibi¢ao
glicogénio-sintase-quinase 3 (GSK3/) e a ativacdo da mTORCI [101].

O mTORC1 e o mTORC2 sao dois complexos de proteinas que possuem como
componente central a serina/treonina quinase mTOR (mammalian target of rapamy-
cin). Tais complexos variam em composi¢ao e fungao fisiologica. mTORC1 é formado
por mTOR, Raptor (Regulatory-associated protein of mtor), Deptor (Domain-containing
mTOR-interacting protein), Prasd0 (Proline-rich Akt substrate of 40 kDa), mLST8 (mam-
malian lethal with SEC13 protein 8) e possui como fungoes principais a regulagdo da
sintese de proteinas, lipidios e nucleotideos e a inibicao da autofagia. Um dos substra-
tos de mTORCI1 ¢é a proteina ribossdémica S6 quinase beta-1 (S6K), que, além de atuar
na sintese proteica, inibe a fosforilagdo do substrato de receptor de insulina [84, 99].
Ja mTORC2 compreende mTOR, Rictor (Rapamycin-insensitive companion of mTOR),
mLST8, mSIN1 (Mammalian stress-activated protein kinase-interaction protein), Deptor,
Protor 1/2 e é responsavel pela fosforilagao de quinases como a AKT [84].

A Figura 2.1 apresenta essa cascata de sinalizagao da via e algumas das funcoes
biologicas que ela desencadeia, tais como autofagia, sintese de proteinas, sobrevivéncia
e proliferacao celular. Essas respostas fisiologicas da via podem impactar a doenca de
Alzheimer de variadas formas. A inibicao de GSK3( pela AKT pode provocar uma
reducao na fosforilacao Tau e, consequentemente, a formacao dos emaranhados. Além
disso, a reducgao das atividades de GSK3/ possibilita uma desaceleragao na formacgao das
placas amiloides, pois essa quinase interfere na clivagem da APP, que forma o peptideo
Ap 68, 62]. Porém, uma superativagdo de mTORCI inibe o processo de autofagia,
possibilitando a progressao da doenga e a neuroinflamacao provocada pelos emaranhados
e as placas amiloides [41, 48|.

H4 indicios de que a doenga de Alzheimer pode contribuir para um desequilibrio
dessa via de sinalizagdo. Animais transgénicos, 3xTg-AD, apresentaram um aumento na
atividade e na sinalizacao de mTOR. Supoe-se que a hiperativacao de mTOR pode ser
causada pelo peptideo AS, ja que, com a redugao da producao do peptideo, é observada
uma reducao em mTOR. Esses estudos propoem que A estimule a hiperativacao de
mTOR que pode contribuir com as deficiéncias cognitivas iniciais da doenga de Alzheimer.
Considerando que a atividade basal de mTOR é necessaria para o aprendizado e para a

memoria, e considerando que a hiperativacao da sinalizacao da via mTOR induz para um
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Figura 2.1:  Representacao simplificada do mecanismo de sinalizacao da via
PI3K/AKT/mTOR e dos efeitos moleculares e celulares relacionados e como podem afe-
tar a producao do peptideo Af e a fosforilacao de Tau. Em verde temos o relacionamento
quando uma proteina é ativada por outra molécula. Em vermelho temos a reacao de
inibicao de proteina.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

déficit cognitivo, sugerem-se que ha uma “janela” 6tima da ativacao de mTOR para atuar
no aprendizado e na memoria [10].

Além disso, existem modelos animais que mostram que a inibicao de mTOR tem
efeito neuroprotetor na doenca de Alzheimer, como a degradacao das placas amiloides
pela indugao da autofagia [93]. No entanto, essa ativagdo da autofagia deve ocorrer nos
estagios iniciais da doenca onde o processo de degradacao ainda é efetivo e as placas
agregadas ainda nao estao tao grandes e estéaveis [10].

Dessa forma, considerando a contribui¢ao da via PI3K/AKT/mTOR na neuro-
degeneracao e também por ser uma das responsaveis pelo metabolismo celular — que é
um dos fatores da Doencga de Alzheimer —, torna-se relevante uma maior compreensao
dos seus mecanismos, assim como avaliar possiveis farmacos que atuam nessa via para

tratar as patologias da Doenga de Alzheimer, por exemplo, a rapamicina, LY294002, e a

NVP-BEZ235.
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2.3 Inibidores da via

2.3.1 Rapamicina

A rapamicina (Siromilus) ¢ um composto descoberto nos anos de 1960 como um
antifingico extraido da bactéria Streptomyces hygroscopicus. Notou-se que o composto
era capaz de inibir a proliferagao da levedura Candida albicans e nao afetava o crescimento
da bactéria. A rapamicina foi adotada como terapia padrao para prevenir a rejeicao de
orgaos transplantandos e no tratamento de doencas autoimunes. Além dessas aplicacoes,
a rapamicina e seus analogos também estao sendo estudados extensivamente como agen-
tes anticancerigenos por atuarem na antiproliferacao de células tumorais, entre outras
doengas |10, 80, 61].

O principal papel da rapamicina no organismo é em relagao a inibicao de mTOR.
Por se tratar de uma via responséavel por varios processos-chave para o organismo e pela
presenga de um feedback negativo, a utilizagdo da rapamicina torna-se complexa [54].

A midia tradicional tem divulgado a rapamicina como o farmaco que retarda o
envelhecimento. Alguns estudos em modelos animais mostram que a administracao do
composto tem um efeito protetor da neurodegeneracao e pode induzir a melhora no apren-
dizado [65, 90]. Apesar de o farmaco ter esse potencial, ha um teste clinico registrado

para a DA.

2.3.2 LY294002

Inibidores da PI3K ou da AKT também podem contribuir com a inibi¢ao de
mTORCI1 considerando que elas atuam em variaveis que modulam a atividade de mTORCI.
A LY294002 ¢ uma substancia inibidora ATP competitiva de PI3K e de mTOR [42]. A
substancia também é considerada téxica, mas, apesar desses fatores, ela é amplamente
utilizada para os estudos da via PI3K/AKT/mTOR [44].
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2.3.3 NVP-BEZ235

A inibicao de mTOR pode provocar uma ativacao da PI3K e AKT por meio do
feedback negativo existente na via. A abordagem para atingir multiplos alvos da via é
uma alternativa. Nessa perspectiva, a NVP-BEZ235 (BEZ; dactolisib) é um candidato
a farmaco oral sintética da classe Imidazoquinoline que inibe PI3K e mTOR1/2 sendo
testada em diferentes tipos de tumores de mama, endométrio, pancreas e renal [44, 21,
88, 66, 69]. A substancia se liga ao sitio para ATP nas quinases, sendo uma potente
substéncia capaz de inibir seus alvos com uma concentragao nanomolar [71].

[5] utilizaram a NVP-BEZ235 no tratamento de camundongos submetidos a inje-
¢ao de Af1_4o humano no hipocampo. A substancia foi administrada uma vez ao dia
durante 7 dias, e os resultados obtidos foram de uma prevencao no desenvolvimento dos
déficits cognitivos induzidos pelo peptideo. Essa melhora cognitiva também foi obtida
em experimentos com camundongos com uma mutagao da APP tratados com o candi-
dato a farmaco [6]. Portanto, BEZ235 ¢ uma substancia com potencial a ser utilizada
para o tratamento da doenca de Alzheimer, de modo que essa acao deve ser ainda mais

investigada.
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Capitulo 3

Modelagem Computacional

Neste capitulo, apresentamos de que forma as vias de sinalizagao biologicas sao
modeladas computacionalmente e podem ser classificadas como deterministicas ou esto-
casticas. Além disso, apresentamos os conceitos de cadeia de Markov, que é uma forma

de representar modelos estocasticos.

3.1 Reacoes bioquimicas

Uma via de sinalizacao é um conjunto de reacoes entre as moléculas que produz
um determinado resultado, ou uma alteracao na célula, iniciado por um estimulo. Essas
reacoes podem ser descritas por formalismos que descrevem as transformacoes de uma
quantidade de moléculas, os reagentes, em outra molécula, os produtos. Um exemplo de

reacao conhecida é a Michaelis-Menten que é expressa por:

S+ FE+— SE

SE+— P+ F

onde E/ é uma enzima que catalisa a producao de P a partir do substrato S. A seta
bidirecional da primeira reacao representa que ela é reversivel, ou seja, ocorre nas duas
direcoes. E possivel definir que a “velocidade”, ou taxa de reacdo, é diretamente propor-
cional & concentracao de cada reagente elevado ao seu coeficiente estequiométrico. Essa
taxa é conhecida como a lei de acao das massas que explica o comportamento das solugoes
em equilibrio dinamico. Por exemplo, para produzir SFE, a velocidade é proporcional a
[S][E]. Isso é o mesmo que dizer que S e E sdo consumidos a uma taxa k;[S]|[E]. Dessa
forma, podemos representar as reagoes considerando essas taxas conforme ilustrado nas

reacoes:

S+EYSE (3.1)
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SE ™S4+ E (3.2)
SE& P+ B (3.3)

3.2 Modelos deterministicos e estocasticos

O conjunto das reacoes que descrevem as vias de sinalizacao do modelo biolégico
pode ser formalizado matematicamente considerando dois aspectos de comportamento:
o deterministico ou estocastico, ilustrado nas figuras 3.1a e 3.1b, respectivamente. Um
modelo deterministico sempre produz o mesmo resultado dada uma condicao de entrada.
Comportamentos deterministicos podem ser descritos, por exemplo, usando equacoes dife-
renciais ordinarias, que podem ser resolvidas por meio de abordagens de analise numérica,

como o algoritmo Simplex e o método de Newton-Raphson.

Figura 3.1: Diferencas entre modelo deterministico e estocastico.

(a) Exemplo de um comportamento
deterministico. Dada uma sequéncia
de caracter, um automato determinis-
tico executa as transigoes. O resultado

(b) Exemplo de um comportamento es-
tocastico. A transicdo de um estado
para o outro é definida por uma distri-
buigao probabilistica.

sempre serd 0 mesmo para a mesma
sequéncia de entrada.

Fonte: Elaborado pelo autor.

As reagdes bioquimicas modeladas utilizando equagoes diferenciais ordinarias (EDO)
descrevem como as concentragoes das moléculas evoluem ao longo do tempo. Conside-
rando as reagoes 3.1, 3.2 e 3.3, cada uma das variaveis é definida como a diferenca da
velocidade com que ela é produzida e consumida. Por exemplo, a variacao da molécula
S ao longo do tempo é dada pela sua producao, a reacao 3.2, e 0 seu consumo, reacao
3.1. Dessa forma, considerando as reagoes 3.1, 3.2 e 3.3, temos o conjunto de equagoes

diferenciais ordinarias listadas abaixo.

s

o = hlSE| — k/[S)[E)



3.3. Processos de Markov 30

% = (ko + k»)[SE] — ky[S][E]
d*j_tE = ky[SI[E] — (ky + ) [SE]
o~ klsE]

Por outro lado, o comportamento do modelo pode ser estocéstico, que ¢ definido
por um conjunto de variaveis aleatorias, e o proximo estado nao é mais definido apenas
pelo estado atual, mas sim por uma distribuicao probabilistica para os préximos estados
conhecida como propensity function. Esta funcao probabilistica descrevem as reacoes e
podem ser expressas também pela lei da acdo das massas. Assim, as func¢Oes para a
producao do complexo SE sao dadas por c¢¢[S][E], onde ¢; é a constante estocastica e [S]
e [F] sdo as quantidades das espécies S e F, respectivamente.

Os modelos deterministicos e estocasticos podem ter o mesmo comportamento
aproximado. As figuras 3.2a e 3.2b mostram a simulacao de um modelo deterministico
e estocastico, respectivamente. Nota-se que as curvas possuem a mesma caracteristica.
Contudo, os sistemas biologicos nao sao deterministicos, assim, uma abstracao estocastica

aproxima-se mais do que ocorre.

Figura 3.2: Dois exemplos de simulacao de um sistema Michaelis-Menten.

(a) Solugdo numérica baseada em (b) Solugao estocéstica. Percebe-se
ODE. Nota-se que as curvas sao con- nas curvas a caracteristica discreta da
tinuas. alteracao dos valores das variaveis.
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Fonte: [106].

3.3 Processos de Markov

As cadeias de Markov sao particularmente tteis por apresentarem a propriedade
de Markov, segundo a qual o préoximo estado depende apenas do estado atual. No ambito

computacional, essa propriedade torna desnecessario o armazenamento de todos os estados
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anteriores, ou o historico do sistema, para definir a escolha do proximo estado. As cadeias
de Markov podem ser de tempo discreto — Discrete Time Markov Chain (DTMC) -,
ou como uma cadeia de Markov de tempo continuo — Continuous Time Markov Chain
(CTMC) [2].

Um modelo DTMC é caracterizado pela existéncia de estados finitos, e as tran-
sicoes possuem pesos com valores probabilisticos que ocorrem em um tempo discreto.
A transicao é escolhida aleatoriamente, com base na sua probabilidade de ocorréncia.
Por exemplo, na Figura 3.3a, quando o sistema estiver no estado S1, as transigoes para
os estados S2, S3 e S4 podem acontecer com uma probabilidade de 30%, 30% e 40%,
respectivamente. A definigdo de DTMC é dada por:

Definigao 1. DTMC D é uma tupla (S,s, M, L) onde S é um conjunto finito de estados,
s é o estado inicial, M : SXS — [0,1] é a probalidade da transicao, e L : S — 247 ¢ a

fungao de marcagao assoaciada aos estados com as respectivas fungoes atomicas AP [2].

Cada elemento M (s,s’) da matriz probabilistica de transi¢do da a probabilidade
da ocorréncia da transicao do estado s para o estado s’. A soma das probabilidades das
transicoes a partir do estado s tem que ser igual a 1. Estados terminais, aqueles que nao se
deslocam para outro estado, sao modelados com uma auto transi¢ao com a probabilidade
igual a 1. Considerando o exemplo da Figura 3.3a, ele pode ser representado pela matriz

probabilistica de transigao:

01 0 0 0 O
0 0 03 03 04 0
- 00 0 0 1 O
00 0 02080
10 0 0
10 0 0]

Figura 3.3: Exemplos de um autémato DTMC e de um processo CTMC.

(a) Autémato DTMC. Nesse modelo, (b) Processo CTMC. Nesse modelo, as
as transi¢coes ocorrem a uma probabi- transigoes sao dadas por uma taxa ex-
lidade em um tempo discreto. ponencial e podem ocorrer em qual-

quer momento do tempo.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Quando a visao discreta do tempo nao é suficiente para a modelagem, a CTMC
permite que o modelo tenha mais expressividade. As transi¢oes nesse tipo de modelo nao
sao disparadas probabilisticamente; elas possuem uma taxa de atraso entre as ocorréncias
das transicoes, definidas por uma distribuicao exponencial. Além disso, os eventos de
mudancga de estado podem ocorrer em qualquer momento do tempo [20]. A Figura 3.3b
é um exemplo de modelo CTMC onde a transicao do estado SO para S1 ocorre em uma
taxa de atraso de %, enquanto as transi¢oes de S1 para S2 e para S3 ocorrem em uma
taxa de atraso de 1.

Definigao 2. CTMC C' é uma tupla (S, s, R, L) onde S é um conjunto finito de estados,

2AP

s ¢ o estado inicial, R : SXS — [0,00) é a matriz de taxas, e L : S — ¢ a funcao de

marcagao assoaciada aos estados com as respectivas fungoes atomicas AP [40].

A probabilidade de uma transicao ocorrer entre o estado s e o estado s’ ocorrer

em t unidade de tempo é 1 — e B0t

O tempo decorrido no estado s, antes de a
transi¢ao ocorrer, é uma distribui¢do exponencial com a taxa de saida dada por E(s) =
> wes R(s,s"). A probabilidade de a transicao do estado s para o s" ocorrer é dada por
P(s,s') = %’5)’) [79]. A probabilidade de a transigao do estado s para o s ocorrer em ¢
unidades de tempo é definida por [26]:

R(s,s")
E(s)

No modelo CTMC pode ocorrer que, em determinado tempo, um estado S tenha

P(s,s',t) = x (1 — e T3y

mais de uma opc¢ao de transicao para escolher o préximo caso, o que é conhecido como
condicao de corrida. Nessas circunstancias, a transicao é escolhida por meio de uma
fungao probabilistica [104, 60].

Um caminho de um modelo CTMC iniciado no estado sy é uma sequéncia infinita
T = Sptositi... onde s; € S,t; € R>g é o tempo decorrido no estado s; e R(s;, s;+1) > 0

para todos 7 > 0.
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Capitulo 4

Statistical Model Checking

Model Checking, ou verificacao de modelos, é uma técnica automatica para a veri-
ficagao exaustiva de sistemas. Um dos grandes desafios da area é lidar com o ntimero de
estados, que cresce exponencialmente com o nimero de varidveis existentes nos sistemas
complexos e dinamicos, impedindo eficientemente a verificagao das propriedades.

Neste capitulo sao descritos os conceitos basicos de verificacao de modelos e da 16-
gica temporal, além de ser apresentada uma introducao sobre o Statistical Model Checking

(SMC), uma abordagem que lida com o problema de explosao de estados.

4.1 Verificagcao de modelos

Esta técnica foi proposta independente e simultaneamente por Edmund. M. Clarke
e Ernest. A. Emerson [38, 25, 23] e por Jean P. Queille e Joseph Sifakis [83]. Em
2007, Clarke, Emerson e Sifakis compartilharam o Prémio Turing por sua contribui¢ao na
fundacao do campo de verificacao de modelos.

A verificag@o de modelos consiste na técnica de modelar os sistemas em méquinas
de estados finitos, os quais sao descritos em linguagem de alto nivel, e definir propriedades
que serao verificadas por uma especificacao em logica temporal. Essas propriedades sao
verificadas através de uma busca exaustiva do estado de espago automaticamente. Isso
permite a detecgao de até mesmo pequenos erros que podem passar despercebidos por
outras técnicas como simulacao e testes. Finalmente, se o modelo nao respeita alguma
propriedade dada, o verificador de modelos geralmente produz um contraexemplo, que é
util para entender e corrigir o erro. Esse contraexemplo apresenta o caminho e os valores
atribuidos as variaveis que tornam a propriedade falsa, o que permite identificar e entender
erros existentes no sistema para correcao.

As propriedades sao especificadas frequentemente utilizando-se tipos especiais de
logica, como a Computation Tree Logic (CTL). A especificacao geralmente contém requi-

sitos de seguranca, como a auséncia de deadlocks e de estados criticos que possam causar a
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falha do sistema. A Figura 4.1 apresenta a visao geral dessa técnica, em que hé o modelo

M e as propriedades ® como entrada do software verificador.

Figura 4.1: Fluxograma das entradas e saidas de um verificador.

p

T R

ME$
[ Propriedades ¢ ]"\\ —-[ Falso + contraexemplo ]

Fonte: Elaborado pelo autor.

No entanto, a técnica possui algumas limitagoes. Essa exploracao exaustiva do
espaco de estados causa o problema classico de verificagao do modelo da explosao do
espaco de estados. O numero de estados cresce exponencialmente com o nimero de
variaveis, o que torna inviavel a aplicagao da técnica em grandes sistemas. Por exemplo,
em um modelo de N varidveis de tamanho k cada, ha k" estados [56]. A busca por
técnicas que reduzem o espacgo de estados € um campo ativo da area. A primeira, e uma
das contribui¢oes mais importantes, foi feita em [73|, que propos o uso de Binary Decision
Diagrams (BDDs), originalmente criados por [13], para representar, simbolicamente, as
relacoes de transicao entre os estados.

Essa representacao codifica cada estado como a atribuicao de valores booleanos as
variaveis do sistema. Assim, as transi¢coes podem ser expressas como féormulas booleanas
em termos de dois conjuntos de variaveis, um conjunto que codifica o estado anterior e
outro conjunto que codifica o estado atual. Isso possibilita uma descricao mais compacta
do modelo, aumentando o tamanho da representatividade dos modelos de 10° para 10%°
estados [104].

Outras pesquisas se seguiram objetivando lidar com a explosao dos estados, a
saber: Partial Order Reduction 43|, que explora as transi¢des concorrentes que resultam
no mesmo estado; Symmetry Reduction 28], que reduz a presenca de estados replicados
em um modelo; e Compositional Reasoning |7|, que divide o modelo em subsistemas mais
simples para verificé-los. [105] apresentou um modelo hibrido de verificagao, o qual mescla

simulagao com verifica¢do, chamado Statistical or Approzimate Model Checking (SMC).

4.1.1 Binary Decision Diagrams

Uma estrutura de dados chamada Binary Decision Diagram (BDD) é usada para
representar fungoes booleanas de uma forma compacta, eficiente e canonica, conforme

descrito pela primeira vez em [13]. Um BDD ¢é compacto porque descarta informagoes
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redundantes; eficiente porque permite percorrer um grafo rapidamente; e canénico porque
é facil verificar se duas funcgoes booleanas sao equivalentes. Essa estrutura de dados é
frequentemente usada na verificacao de modelo simbdlico para representar sistemas de

estados finitos, embora existam outras representacoes.

Figura 4.2: Arvore binaria de decisdo para a fungdo booleana (a A b) V (¢ A d).

Fonte: Elaborado pelo autor.

BDDs representam fungoes booleanas como um tipo especial de arvores binarias de
decisao, que é uma arvore direcionada com dois tipos de vértices: vértices terminais e nao
terminais (abreviados como terminais e nao terminais, respectivamente). Em uma arvore
binaria de decisao, um vértice nao terminal v é rotulado com uma varidvel booleana,
dada por var(v), que tem dois sucessores: zero(v), quando var(v) = 0, e um(v), quando
var(v) = 1. Um vértice terminal v assume apenas o valor zero (falso) ou um (verdadeiro),
dado pela fungao valor(v). As arestas da arvore sao rotuladas com o valor zero ou um.

A Figura 4.2 mostra um exemplo de arvore binaria decisao para a fungao booleana
(aAND)V (¢ Ad). Un caminho na arvore comega no vértice raiz, e a escolha entre zero(v)
e um(v) direciona para um terminal que representa a avaliagao da fun¢ao. No exemplo,
a avaliagao da variavel (a = 1, b = 0, ¢ = 1, d = 0) leva a um vértice terminal zero, o
que significa que a funcao booleana é falsa para essa atribuicao, enquanto uma atribuicao
diferente pode levar a um terminal que a fungao é verdadeira.

As arvores de decisao binérias podem ter muitas informagoes redundantes. Por
exemplo, na Figura 4.2 existem oito subéarvores cujas raizes sao rotuladas com uma fun-
¢ao booleana d. Um BDD ¢é obtido mesclando subérvores idénticas e eliminando nés com
informagoes repetidas. A estrutura resultante ¢ um grafo aciclico direcionado (DAG)
chamado de BDD que, ao contrario das arvores, permite vértices e subestruturas compar-
tilhados. Vale ressaltar o aspecto canonico dos BDDs, o que significa que duas fungoes
sao iguais se, e somente se, seus BDDs associados forem isomorfos.

[13] primeiro mostrou como obter uma representagao candnica de fungoes booleanas
impondo duas restrigoes aos BDDs. Primeiro, as variaveis devem aparecer no BDD na
mesma ordem ao longo do caminho de sua raiz até um terminal. Essa restricao ¢ satisfeita
fixando uma ordem para as variaveis que rotulam os vértices do BDD (var; < vary <

... < wary). Isso significa que, se um vértice u precede um v nao terminal (comegando
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da raiz BDD), entdo, a variavel que rotula o vértice u precede a variavel que rotula v
na ordem (var(u) < var(v)). Em segundo lugar, subarvores ou vértices isomorficos nao
devem existir no BDD. A restricao é satisfeita aplicando repetidamente trés regras de

transformacao que nao alteram a fung¢ao representada pelo BDD:

1. Remova os terminais duplicados: mantenha apenas dois terminais, um terminal
zero e outro terminal um. Redirecione todas as bordas de entrada dos terminais

removidos para esses dois terminais exclusivos;

2. Remova os nao terminais duplicados: se dois nao terminais u e v sao rotulados
com a mesma variavel (var(u) = var(v)) e tém os mesmos sucessores (zero(u) =
zero(v) Aum(u) = um(v)), remova o vértice v e redirecione suas arestas de entrada

para o vértice u;

3. Remova os filhos redundantes: se um v nao terminal tiver zero(v) = um(v), remova

v e redirecione todos os seus vértices de entrada para zero(v).

A forma candnica do BDD, obtida pela imposicao dessas duas restri¢oes, é chamada
de Ordered Binary Decision Diagram. A Figura 4.3 mostra o BDD ordenado para a arvore

de decisao binaria da Figura 4.2, considerando a ordem das variaveis a < b < ¢ < d.

Figura 4.3: Exemplo de um BDD reduzido para a Arvore binaria de decisao para a funcéo
booleana (a A b) V (¢ A d).

Fonte: Elaborado pelo autor.

Embora os BDDs tenham varias vantagens, eles tém suas proprias desvantagens.
O principal é a ordem das variaveis que aparecem na fungdao booleana que esta sendo
representada. Dependendo disso, o BDD pode ser altamente compactado ou completa-
mente redundante. No entanto, o problema de escolher a ordenacao das varidveis que
minimiza o tamanho do BDD é co-NP-completo [13]. Existem heuristicas para aproxi-
mar esse problema, como a apresentada por [9], que também fazem uma breve revisao de

varias outras heuristicas baseadas em busca local. No entanto, as ordenagoes de variaveis
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sao frequentemente encontradas empiricamente, uma vez que é esperado que elas estejam
relacionadas a seméantica do modelo.

Outro problema com BDDs é a complexidade do espaco. Uma vez que os BDDs sao
essencialmente uma representagao exaustiva do modelo, no pior caso, ele é exponencial

ao nimero de variaveis da fun¢do booleana [13].

4.1.2 Estrutura de Kripke

A representagao utilizada no MC para indicar o comportamento do sistema é um
grafo direcionado de transicao de estados, conhecida como estrutura de Kripke. Ela é uma
variacao de uma méquina finita nao deterministica de estado, em que os nds representam
os estados alcancaveis do sistema e as arestas representam as transicoes possiveis entre os

estados.

Definigao 3. Estrutura de Kripke M sobre AP é uma tupla (S, 1, R, L), como definido
por [27], em que S é um conjunto de estados finitos, I C S é o conjunto de estados iniciais,
R C (S x S) é a relagao de transi¢do que tem que ser total; exemplo, para cada estado
s € S, existe um estado s’ € S, dado por R(s,s’), L : S — 247 ¢ uma funcdo que marca
cada estado com o conjunto de proposigoes atomicas (AP) que sao verdadeiras naquele
estado. As AP de um modelo sao um conjunto de expressoes booleanas de variaveis,

constantes, e outros simbolos do modelo.

A Figura 4.4a é um exemplo de uma estrutura Kripke de dois estados, Sy e Si, e
as suas possiveis transigoes: Sy — S, S1 — Sp, e S1 — S1. Nela, os componentes de M

da estrutura de Kripke sao:

o S:{Sy. 5}
o 1:{So}

o B:{(S0,51), (S1,50), (S1,51)}

o L(Sy) = {A, B}, L(S)) = {A,~B}

Com base nesse conjunto de estados e transi¢ao, a Figura 4.4c mostra o desdobra-
mento da estrutura na arvore computacional com os diferentes caminhos possiveis. Um
caminho na estrutura de Kripke M a partir de um estado sy é uma sequéncia infinita de
estado ™ = s, $1, Sg, ..., onde sy = s, e a relacdo R(S;, S;y1) € valida para todo ¢ > 0. A

Figura 4.4b ilustra um caminho possivel no exemplo da estrutura.
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Figura 4.4: Representagao de uma estrutura de Kripke e de seu desdobramento na arvore
de computacao.

(a) Exemplo de uma estrutura de (b) Possivel caminho estrutura de
Kripke. Kripke.

@-é

(¢) Arvore de computacdo infinita.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

4.1.3 Logica Temporal

Enquanto os modelos formais sao representados por uma maquina finita de estados
e o conjunto de transi¢oes, a logica temporal, ou temporal logic, ¢ o formalismo para
definir as propriedades no sistema. Essa logica permite avaliar nao apenas um estado,
mas uma sequéncia de transi¢oes considerando o tempo de evolugao. Por exemplo, em
um modelo logico de cancer de pancreas, pode-se verificar que a apoptose da célula pode
ocorrer quando a proteina supressora nao esta ativa, ou que a proliferagao celular s6 ocorre
quando a proteina ciclina D é expressa [46].

Existem diferentes logicas temporais, e cada uma possui seu conjunto de opera-
dores e sua seméntica. Uma delas é o Computation Tree Logic (CTL), que verifica as

propriedades considerando as arvores computacionais criadas a partir do desdobramento
da estrutura de Kripke [24].
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4.1.3.1 Fo6rmulas CTL

As formulas CTL sao compostas pela combinacao dos quantificadores de caminho
(path quantifiers) e dos operadores temporais (temporal operators). Os quantificadores de
caminho sao utilizados para verificar o caminho em que as propriedades sao verdadeiras.

Eles podem ser de dois tipos:

e “Para todo” A & — para todos os caminhos, ® é verdadeiro.

e “Existe”. E ® — existe um caminho em que ® é verdade.

Os operadores temporais descrevem propriedades considerando as sequéncias de
estados em que uma propriedade é valida. Os 4 tipos de operadores temporais sao listados
abaixoe mostrados na figura a seguir (figuras 4.5 a 4.8). Os estados preenchidos na cor
preta e cinza sao aqueles em que a propriedade ® é verdadeira.

e Eventualmente F® — ® é verdadeiro em um estado futuro.

Figura 4.5: O operador “Eventualmente” F.

: - : . ;
s — - — 1—-. —

Fonte: Elaborado pelo autor.

e Globalmente G® — ® ¢é verdadeiro em todos os estados futuros.

Figura 4.6: O operador “Globalmente™: G.

Fonte: Elaborado pelo autor.

e Proximo X® — ¢ é verdadeiro no proximo estado.

Figura 4.7: O operador “Proximo™ X.

Fonte: Elaborado pelo autor.

o Até &, Ud, — &, é verdadeiro até que P, seja verdadeiro. Na figura abaixo, hd um
exemplo dessa propriedade o qual ®; é representado pela circunférencia preenchida

em cinza, e ®, pela circunferéncia preenchida preta.
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Figura 4.8: O operador “Até™: U.

i W . Y i,
¢ ¢ ¢ O

Fonte: Elaborado pelo autor.

Em CTL, os operadores temporais sao precedidos pelo quantificador de caminho,
tendo-se no final 8 operadores: AX, EX, AG, EG, AF, EF, AU e EU. Na Figura 4.9
hé a demonstracao de 4 desses operadores. Considerando o primeiro n6é do topo da
arvore o estado corrente, a Figura 4.9a indica que a propriedade ¢ é eventualmente
observada em todos os caminhos a partir do estado atual (operador AF). Na Figura 4.9b,
h& uma representacao do operador EF, em que eventualmente existe um estado onde ® é
verdadeiro. Em Figura 4.9¢, a propriedade é sempre verdadeira, para todos os caminhos
da arvore (operador AG). Ja o operador EG representa que existe pelo menos um caminho

onde, em todos os estados, a propriedade ® é observada, conforme mostra a Figura 4.9d.

Figura 4.9: Representacao de 4 propriedades CTL na arvore computacional.

(a) Operador AF @ — E inevi-
tavel que ® seja verdadeiro.

O o

(c) Operador AG & — & ¢
sempre verdade.

(b) Operador EF ® — & ¢ al-

cancgéavel em algum caminho.

O O

(d) Operador EG ¢ — Ha um
caminho que ® é sempre ver-

dade.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.1.4 Aplicacgoes

A verificagao de modelos é utilizada em diferentes tipos de sistemas, por exemplo,
sistemas em tempo real [3, 18, 19], robdtica [57], redes veiculares [39] e também em estudos
de sistemas biologicos. Em relagdo a estes, [94] utilizam MC para analisar a regulacao do
ciclo celular de mamiferos, e [12] verifica o funcionamento da bomba de sédio e potassio
através de probabilistico. Por sua vez, [45], assim como [100], aplicam MC em um modelo
do cancer pancreatico para analisar a apoptose, a proliferagao, o ciclo celular e a relagao

entre os fatores de risco de cancer em pacientes com diabetes por meio de redes booleanas
e MC.

4.2 Statistical Model Checking

O Statistical Model Checking (SMC), introduzido por [105], teve como motivagao
a modelagem e a verificagao de sistemas estocasticos assincronos, os quais sao abundantes
no mundo real. Um sistema estocastico ¢ uma colecao de variaveis aleatorias que assumem
valores no espago de estado o qual pode ser alcancado e ocupado por alguma duragao antes
que um evento provoque uma transi¢ao [2].

Esses modelos sao dificeis de interpretar, devido & sua natureza nao deterministica,
o que dificulta definir se o comportamento observado em uma “fotografia” é o usual ou
uma anomalia. A abordagem proposta é baseada em métodos de inferéncia estatistica
para verificar se a probabilidade de uma propriedade ® ser satisfeita é maior ou igual a
threshold 6, ou seja, se Pr > 0(®). A Figura 4.10 apresenta a visdo geral do método, na
qual as entradas sao um modelo estocéstico M, os parametros estatisticos de confianca,
a taxa de erro e as especificacoes das propriedades que serao verificadas.

As propriedades podem ser definidas pela logica temporal classica, como em CTL, e
por uma logica temporal estocastica, que enriquece as propriedades do modelo, permitindo
especificacoes do tipo: “a probabilidade de inibir a atividade de uma quinase em 50% em
20 horas ¢ menor de 0,01”.

A logica temporal estocéstica pode ser classificada em duas categorias [2, 30]:

1. Qualitativa: A probabilidade de X satisfazer a propriedade ® é maior que um
threshold 07;

2. Quantitativa: Qual é a probabilidade de o programa X satisfazer a propriedade ®?



4.2. Statistical Model Checking 42

Por meio de simulacao estocastica, os verificadores geram execucoes que sao utili-
zadas para verificar se M |= ®. Um dos beneficios da utilizagao de verificadores SMC em
relacao ao processo de simulacgao tradicional é que as simulagoes sao geradas automatica-

mente, até que os resultados encontrados atinjam o indice de confianca escolhido.

Figura 4.10: Representagao da engrenagem de verificacao de um SMC. A partir de um
modelo, um conjunto de propriedades e parametros de precisao, simulagoes sao executadas
para verificar se M = .

i Nova corridam
[ Modelo formal M ]—— @

corrida m,

[ Propriedade ¢ ]7—- nFEo Probat?‘i/![iiagep de }

‘ Parametros de }_(@7
preciséo /

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.2.1 Verificadores SMC

Existem diferentes verificadores que, além de executarem a verificacao classica
dos modelos, possibilitam utilizar o SMC para anélise de sistemas estocasticos. Foram
avaliadas trés ferramentas disponiveis: Prism [59], Plasma Lab [11] e Uppaal [15].

O Prism é uma ferramenta de modelagem e anélise de modelos que apresentam
comportamento aleatério ou probabilistico. E especificado em uma linguagem propria, o
Prism Language, e as propriedades sao definidas na logica temporal probabilistic CTL,
a qual permite definir propriedades quantitativas, como: “Qual é a probabilidade de a
bomba de s6dio e potéssio estar aberta na presenca da palitoxina em 100 unidades de
tempo?” [12|. A ferramenta é gratuita, de codigo aberto, e é mantida pela Universidade
de Oxford.

O Plasma Lab é uma biblioteca, escrita em Java, que encapsula o verificador
SMC, possibilitando utiliza-lo em diferentes contextos. Por exemplo, é possivel executar
as analises SMC no Scilab/Matlab e desenvolver um software utilizando a sua estrutura.
A ferramenta permite definir o modelo utilizando o Prism Language e as propriedades

na logica temporal Bounded Linear Temporal Logic. Além disso, a biblioteca possui
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arquitetura distribuida, possibilitando a sua utilizagao em grids. O Plasma Lab é gratuito
e é¢ mantido pelo Institut National de Recherche en Informatique et en Automatique.

O Uppaal é uma ferramenta de modelagem e verificacao de sistemas em tempo
real cujos modelos sao definidos por autdématos temporizados, chamados de Priced Timed
Automata (PTA). Ele permite a modelagem de equagoes diferenciais ordinarias e a im-
plementacao de fungoes utilizando uma linguagem estilo C. As propriedades sao definidas
na logica temporal Weighted Metric Temporal Logic Formula (WMTL), e a ferramenta
também possui uma arquitetura distribuida. O Uppaal apresenta outras funcionalidades,
como a simulacao do modelo passo a passo, o que permite acompanhar a evolugao das eta-
pas, e uma fung¢ao para construcao de graficos com os resultados das propriedades. Devido
a esse conjunto de facilidades e a possibilidade de modelar sistemas hibridos, optou-se por
essa ferramenta na execucao deste projeto. No Capitulo 5, descreve-se com mais detalhes

o formalismo utilizado no Uppaal.



44

Capitulo 5

Uppaal

O Uppaal é uma ferramenta de model checking de sistemas em tempo real de-
senvolvido pelas universidades UPPsala e AALborg. E dividido em trés componentes:
linguagem de descrigao do comportamento do modelo; simulador, que possibilita exami-
nar a execucao do sistema; e modulo de verificacao, que avalia as propriedades definidas.
O Uppaal-SMC (Statistical Model Checking) é uma versao que permite a verificagdo de
propriedades de sistemas estocésticos. Nas proximas se¢oes deste capitulo, sao apresen-
tadas as principais funcionalidades dessa ferramenta, o formalismo dos modelos que ela
é capaz de verificar, a logica temporal disponibilizada e, enfim, uma descrigao de como

modelar sistemas biologicos em um modelo formal por meio do Uppaal.

5.1 Modelagem

A modelagem no Uppaal é realizada por uma interface grafica, onde é possivel
definir os autoématos temporais (timed automata). Esses autdmatos sdo méquinas de
estados finitos que possuem variaveis inteiras, reais, de relogio (clock) e implementagao
de codigo utilizando uma linguagem C-like. Os varios autdématos, em rede, sao processados
paralelamente e podem se sincronizar por meio de canais (o formalismo dessa estrutura é
detalhada em 5.1.1).

Um exemplo desse mecanismo de comunicagao entre automatos pode ser observado
nas figuras 5.1a e 5.1b. Na Figura 5.1a héa dois estados: o inicial, representado por dois
circulos concéntricos, e o chamado de “produced”. A transicao do estado inicial para o
“produced” s6 ocorre se ele receber o sinal “NFTProduced”, que serd enviado por outro
automato, representado na Figura 5.1b, quando a transigao ocorrer.

As figuras 5.1c e 5.1d apresentam os parametros que podem ser definidos na

transicao:

1. “Select” neste atributo define-se um conjunto de valores a ser escolhido de forma

aleatoria, o qual ¢ atribuido a uma variavel.
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2. “Guard™: indica restrigoes que devem ser satisfeitas para que a transi¢ao seja efetu-
ada. Na Figura 5.1d ha um exemplo desse requisito, segundo o qual, para executar

a transicao, sao necessarias ao menos uma molécula de AggTau e uma de NFT.

3. “Sync”: executa a sincronizagao entre processos. Essa defini¢ao permite que dife-

rentes automatos se comuniquem de forma assincrona.

4. “Update”: neste campo define-se quais atualizagoes serao realizadas quando uma
transicao ocorrer. Na Figura 5.1c, ha um exemplo cuja variavel timeFirstNFT é

atribuida com o valor da variavel ¢.

Figura 5.1: Representacao da sincronizagao de dois automatos, e a descricao de suas
arestas.

(a) Autdémato que a transigdo ocorrerd so- (b) Autémato que envia o sinal de sincroni-
mente quando receber o sinal de sincroniza- zacdo quando a transicao é efetuada.
Gao.
AggTau = 1
produced AggTau = AggTau -2 , NFT = NFT + 2
MFTProduced? NFTProduced!
@ timeFirstNFT=t O .

ktangfor * AggTau * (AggTau - 1) *0.5

(c) Detalhamento da aresta do autémato (d) Detalhamento da aresta do autdémato
que escuta o sinal de sincronizagao. que propaga o sinal.
Edit Edge Edit Edge

[‘Edge | Comments | Test Code | [(Edge | Comments | Test Code |

Select: Select:

Guard: Guard: [AggTau = 0&& NFT =0

Sync:  [NFTProduced? Sync:  [NFTProduced!

Update:timeFirstNFT=t Update:|aggTau = AggTau -1, NFT = NFT -1, NFT = NFT + 2

oK || Cancel | DK || Cancel

Fonte: Elaborado pelo autor.



5.2. Simulagao 46

5.1.1 PTA e SHA

O Uppaal possibilita que um sistema seja modelado de forma discreta, continua
e por equagoes diferenciais ordinarias. Os modelos discretos e continuos no Uppaal sao
representados por priced timed automata (PTA), em que os clocks do sistema podem

evoluir com taxas diferentes. A definicao formal de um PTA é dada por:

Definigao 4. PTA é uma tupla A = (L,ly, X, %, E, R, I) onde L um conjunto finito de
estados; lp € L é o estado inicial; X é um conjunto finito de clock; ¥ = ¥; ¥ ¥, é um
conjunto finito de agdes dividido em entradas (X;) e saidas (3,); £ é o conjunto de arestas;

R & um vetor de taxas de cada clock, e; I atribui um invariante para cada estado [31].

Uma extensao dos PTA sao os stochastic hybrid automata (SHA), que possibilitam
que as taxas dos relogios nao dependam somente de valores de variaveis discretas, mas

também de outros clocks. Esses automatos tém a seguinte definicao:

Definigao 5. SHA é uma tupla H = (L,ly, X, %, E, F,I) onde L um conjunto finito
de estados; [y € L é o estado inicial; X é um conjunto finito de varidveis continuas;
Y =3, W3, é um conjunto finito de ag¢oes dividido em entradas (3;) e saidas (3,); F ¢
o conjunto de arestas; F' ¢ uma funcao de delay para cada estado, e; I ¢ um conjunto de

invariante de cada estado [30].

5.2 Simulacao

O Uppaal possui um moédulo de simulagao, que permite analisar o comportamento
do sistema ao longo do tempo. As simulagoes podem ser executadas de maneira auto-
méatica ou manual. Na abordagem automatizada, os valores e as transi¢oes ocorrem de
maneira aleatoria, enquanto a abordagem manual permite que o usuario escolha os valores

¢ as mudangas de estados |75].
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5.3 Verificacao

Para a verificacao do sistema, o Uppaal tem como entrada um PTA, ou SHA, M
e um conjunto de propriedades ¢ (detalhadas em 5.3.1). A tela de verificagdo pode ser
vista na Figura 5.2. Diferente dos verificadores que retornam “Verdadeiro” ou “Falso +
contraexemplo” como saida, o Uppaal-SMC permite obter resultados mais elaborados,

como a probabilidade de um determinado evento ocorrer.

Figura 5.2: Moédulo de verificacao do Uppaal onde as propriedades sao definidas. A
ferramenta ainda permite que gréaficos sejam gerados a partir dos resultados da verificagao
das propriedades.

Editor [ simulator [ Concretesimulator [ Verifier [ Yggdrasil |

Owverview

Pr(==86400+4] (= controllNFT.produced)

Pr[<=86400*4] (<= !controlINFT.produced)

Pr{t<=86400*2] ([]1 !controllAbetaFlaque. produced)

simulate 100 [<=86400+4] {AbetaPlague, WFT} : 1 : (controlINFT.produced and !controllAbetaPlague.produced)
Pr(==86400+2] («> tineFirstNFT < timeFirstAbetaPlaque)

Pr(==88400+2] (== (controlINFT.produced and !controllAbetaPlaque.produced))
sinulate 100 [<=86468%2] {Tau_P2, AggTau} : 1 : (Tau_P2==0 and AggTau>0)
Pr[<=86400+2] (<> Tau_P2 == 0 and AggTau > @)

Query

[simulate 100 [<=86400*2] {Tau_P2 AggTau} : 1: (Tau P2==0 and AggTau=0)

Comment

[

Status

Established direct connection to local server.

(Academic) UPPAAL version 4.1.19 (rev. 5648), july 2014 -- server.
Disconnected.

Established direct connection to local server.

(Academic) UPPAAL version 4.1.19 (rev. 5648), july 2014 -- server.
Disconnected.

Established direct connection to local server.

(Academic) UPPAAL version 4.1.19 (rev. 5648), July 2014 -- sarver.
simulate 100 [<=86400+2] {Tau_P2, AggTau} : 1: (Tau_P2==0 and AggTau=0)
\Verification/kernel/elapsed time used: 91,09s / 0,44s / 91, 612s.
Resident/virtual memory usage peaks: 10.028KEB / 45. 356KB.
Property is not satisfied.

Fonte: Elaborado pelo autor.

5.3.1 Loégica Temporal

O objetivo de um verificador é conferir se as especificagoes definidas por uma logica
temporal — por exemplo, o CTL — sao satisfeitas ou nao em um modelo. Em sistemas esto-
casticos, essas propriedades sao definidas com base em probabilidade e delimitadas por um
periodo. O Uppaal implementa um subconjunto de propriedades CTL e uma linguagem

estocastica propria, conhecida como weighted metric temporal logic formula(W MTL<).
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Definicao 6. WMT L< ¢é definida pela gramatica: ¢ = ap|-p|p1 A\ 2|00 U < deps
onde ap é uma proposi¢ao atémica, d é um nimero natural, e z é o clock. O operador O
representa operador préximo estado, e o U descreve a proposicao “até”. Essa especificacao
¢ valida quando ¢; ¢é verdadeira até o momento que , seja verdadeira e isso ocorre até

um tempo z +d [14].

Essa gramética permite definir uma propriedade P/ (®), que verifica a probabi-
lidade de que uma corrida aleatoria de um NPTA/SHA M satisfaga ®. A partir dessa
logica, ¢ possivel verificar se Py (<>,<c ®) > p(p € [0, 1]), onde = & o clock, C' ¢ o limite
do tempo, e ® é um predicado de estado. A verificacao dessa propriedade é obtida de
forma aproximada por algoritmos baseados em simulagoes.

Seguem alguns exemplos de propriedades que podem ser definidas no Uppaal.

1. Subconjunto CTL (descrito na Tabela 5.1): para verificar se uma propriedade é

satisfeita ou nao (“Verdadeiro” ou “Falso”).

Consulta Semantica

All p p é satisfeito em todos os estados alcancaveis.

A<> p em todas os possiveis caminhos, p é eventualmente verdadeiro.

E[] p existe um caminho onde p é sempre verdade.

E<> p existe um estado que p é satisfeito.

p —— > q se a propriedade p é verdade, entao, eventualmente ¢ também seré verdade.

Tabela 5.1: Subconjunto de operacoes CTL implementadas no Uppaal.

2. “Simulacao” automéatica do sistema: para visualizar o comportamento das variaveis

e a aparéncia grafica das curvas.

simulate 100 [<=1000]{PI3K, mTORC1l, amTORC1}

3. “Teste de hipotese” para certificar se uma propriedade é satisfeita em certo grau de
probabilidade. No exemplo, verifica-se se, em um tempo menor ou igual a 1000, a

probabilidade de aAKT ser maior que AKT é maior ou igual a 0.70.
Pr[<=1000] (<> aAKT > AKT) > 0.7
4. “Estimativa estatistica”: para identificar qual é a probabilidade de uma propriedade
ser satisfeita. Neste exemplo, o Uppaal ira estimar a probabilidade de amTORC1

ser maior que mTORCI.

Pr[<=1000] (<> amTORC1 > mTORC1)
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5. Para identificar a média do valor maximo ou minimo de uma expressao, pode-se
utilizar a consulta abaixo. No exemplo, executam-se 10 simulacoes, limitadas em

um tempo de 1000 unidades, e calcula-se a média dos valores maximos da variavel
TAU.

E[<=1000; 10](max: Tau)

6. Para comparar as probabilidades de duas expressoes, pode-se definir a consulta
abaixo. Nela, verifica-se se a probabilidade de amTORC1 > mTORCI1 ser menor
ou igual a probabilidade de PI3K ser menor que aPI3K.

Pr[<=1000] (<> amTORC1 > mTORC1l) < Pr[<=1000] (<> PI3K < aPI3K)
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Capitulo 6

O Modelo

Neste capitulo ¢ apresentado como o nosso modelo formal da via PI3K/AKT/mTOR /Tau
para anélise dos efeitos da rapamicina, LY294002, e da BEZ235 foi desenvolvido. Tam-
bém ¢é descrito como as reagoes quimicas sao transformadas em autéomatos no verificador

Uppaal.

6.1 Processo de modelagem

A construgao de um modelo dindmico possibilita que substancias bioativas sejam
testadas por meio de ferramentas computacionais antes da execucao de experimentos
in vivo/in vitro, e/ou testes clinicos. Esses modelos dindmicos descrevem um conjunto
de reagoes que, juntas, indicam como as células respondem a uma perturbacao, como
a administragao de uma substancia. Conhecendo esse relacionamento dindmico, mesmo
que se trate de abstracao da realidade, torna-se possivel responder a questao de como
manipular essa rede bioquimica para modular a fungao celular |76].

Dessa forma, para a construcao do nosso modelo formal, definimos as variaveis de
nossa abstracao que foram apresentadas na Figura 2.1. A partir dessas variaveis e do
entendimento do mecanismo da via de sinalizacao, identificamos na literatura modelos
matemaéticos que descrevem como parte da interagao dessas variaveis. Alguns modelos
descrevem somente a via PI3K/AKT/mTOR, outros abordam a fosforilagdo de GSK3p
por AKT, a fosforilagao de Tau, a producao da AS e alguns dos trabalhos descrevem
a atuagao das substancias em PI3K e mTORCI1. Tais trabalhos foram utilizados para
identificar os valores iniciais das constantes cinéticas das reagoes bioquimicas do nosso
modelo.

Esse modelo é refinado e testado iterativamente, de modo que seja capaz de repro-
duzir o comportamento das varidveis conforme descrito na literatura. Assim, o modelo
é ajustado de forma que seja capaz de responder as perguntas. Todas essas etapas de

desenvolvimento estao ilustradas na Figura 6.1 e sao detalhadas nas préoximas subsecoes
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deste capitulo.

Figura 6.1: Descrigao das etapas do desenvolvimento do modelo formal. Com base na
definicao das variaveis-chave, identificamos os valores dos parametros de cinética na lite-
ratura a partir de modelos ja publicados.

LY294002

—<Deﬁnigéo das variéveis)
4 NVP-BEZ235
Y
¢ Modelos publicados
Levantamento e Parametros de cinética e valores
bibliografico fisiologicos

A

Y
( Modelagem formal ) {‘ Uppaal
[

Y
Verificagdo e analise do e Simulacao
modelo e Propriedades WMTL

Fonte: Elaborado pelo autor.

PI3K-AKT-mTOR-S6K
GSK3B-TAU-APP-AB
Rapamicina

Ajuste e calibragao

6.2 Modelos de referéncia

A sinalizagdo da PISK/AKT/mTOR e a fosforilagdo de Tau possuem modelos
dindmicos na literatura, nos quais nos baseamos para a definigdo do nosso modelo. [81]
apresentam um modelo com o feedback negativo da via, no qual a ativacao de mTORC1
induz a inibi¢ao de PI3K. Além disso, esse modelo contempla a ativagao de mTORC?2 pela
agao da PI3K. [58], por sua vez, descrevem um modelo em que a via é estimulada pela
insulina e analisam-se os efeitos na fosforilagao de GSK33, FOXO1 e mTORC1. Nesse
modelo, os autores consideram o feedback negativo de mTORC1 sobre o complexo do
receptor de insulina através da S6K.

[44] estudaram os valores de associagao, dissociagao e do ICsy da rapamicina, da
BEZ235 e da LY294002 na inibigao de mTORC1 e PI3K. Em [97], é apresentado o modelo
de inibigago de mTORC1 e mTORC2 por meio da atividade inibitéria da subunidade

Deptor. Essa modelagem também considera o feedback negativo da via na inibicao do
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complexo receptor de insulina por meio da S6K fosforilada por mTORCI. [35] descrevem
um modelo simplificado da dindmica de inibicao de mTORC1 e mTORC2 utilizando a
rapamicina em diferentes momentos e concentragoes. Nesse trabalho, os autores nao
consideraram outras espécies envolvidas, tais como PI3K e AKT.

Um modelo matematico da regulacgao da fosforilagao de Tau e da formacao de placas
amiloides por GSK34 é apresentado por [82]. Nesse trabalho os autores consideram os
efeitos da AN-1792 (alzforum) na via. Ja [47] desenvolvem um modelo de hiperfosforilagao
da Tau, formacao de placas amiloides, recrutamento de astrécitos, microglias, liberagao
de citocinas pr6 e anti-inflamatorias e, também, morte neuronal. O modelo também
considera a administracao de um composto antiamiloide, a aducanumabe, que atua na
fagocitose e na depuragao de Af mediadas pelas microglias.

A Tabela 6.1 sintetiza estes modelos com as varidveis abordadas e as e a estratégia
de modelagem. Estes modelos foram agrupados pelas varidveis e transci¢coes que eles
abstraem. As transi¢oes em azul sao modeladas por [81, 58, 97|; em vermelho os modelos
que abordam os inibidores sao: [44, 35]; e em verde, [82, 47| abstraem a formagao de
Ap . Nenhum destes trabalhos associam a via PI3K/AKT/mTOR com a formagao do
peptideo AfS e a fosforilagdo de Tau. Dessa forma, o nosso modelo o primeiro trabalho
a descrever estas varidveis em um tunico modelo. Isto torna o nosso trabalho inovador
e capaz de avaliar os impactos de qualquer candidato a farmaco, ou mais de um, que
atue na via nos biomarcadores da DA. Além disso, diferentemente destes modelos que
utilizam um abordagens numeéricas por EDOs ou Equacao Diferencial Parcial (EDP), a
nossa abstracao é estocastica o que a aproxima do comportamento aleatério dos modelos
biologicos [106].

Tabela 6.1: Resumo dos modelos matematicos utilizados como referéncia. Nenhum dos
modelos integra a via PI3K/AKT/mTOR com a Doenga de Alzheimer.

Contexto Indice Referéncia Variaveis analisadas Modelagem

1 [81] IR-IRS1-Akt-TSC- EDO
mTORC1-S6K1
PI3SK/mTOR ~ 2 [59] TR-PI3K-Akt- EDO
mTOR-S6K-GSK3/
3 [44] Rapamicina-mTOR EDO
197 IR-IRS-Akt- EDO
mTORCI-mTORC2-
DEPTOR
5 [35] Rapamicina- EDO
mTORC1-mTORC2
DA 6 [82] APP-AS-GSK3p- EDO
Tau-NFT
7 [47] APP-A3-GSK35- EDD

Tau-NFT-Morte
neuronal
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Figura 6.2: Via de sinalizacao com as referéncias agrupadas. Em azul sao as transicoes
da via PI3K/mTOR modeladas por [81, 58, 97]; em vermelho os modelos que abordam os
inibidores [44, 35]; e em verde os modelos que abstraem a formagao de Af e fosforilagao
de Tau [82, 47|

TAU

—_ Doengade Alzheimer

~ via PI3K/AKT/MTOR
L PRK f——{ AKT_|
\ LY294002 Res \/
BEZ

Legenda: BE2
mTORC1
— 1,2, e 4 (PI3KIMTOR)
— 3 e 5 (Inibidores)
— 6 e 7 (Doenca de Alzheimer)

Fonte: Elaborado pelo autor.

6.3 Reacoes do modelo

O modelo formal proposto, ilustrado na Figura 6.3a, considera dois estados para
cada protefna. Sao eles: o estado inativo, representado pelo nome da proteina; e o estado
ativado, que possui a sigla “a” acompanhada do nome da proteina.

Algumas decisoes de projeto foram tomadas com o objetivo de simplificar o modelo
inicial. Nao foi considerado mTORC2 no modelo, devido a sua resisténcia as substancias.
Dessa forma, adotou-se que a fosforilagao de AKT, para sua total ativagao, ocorre por
meio da PI3K. A hiperfosforilagao da Tau por GSK33 nos residuos S404, S400 e S396
também nao é abordada no modelo. Assim, apresenta-se que o estado de hiperfosforilagao,
representado por aTAU, ocorre em uma tnica etapa. O modelo também nao abrange a
degradagao nem a sintese das proteinas envolvidas.

Em relacao a rapamicina, LY294002, e a BEZ235, o processo de degradagao foi
modelado, e o tempo de absor¢ao apo6s a administracao foi desconsiderado nesta fase do
projeto. Compreende-se que o mecanismo de inibi¢ao ocorre pela ligagao das substancias
as quinases. A rapamicina, ou BEZ235, se associa tanto a mTORCI1 inativo quanto a
mTORCI1 ativo, como ilustrado na Figura 6.3c. Essa estratégia também é utilizada para a
ligacao de LY294002 e BEZ235 com PI3K e aPI3K, conforme apresentado na Figura 6.3b.
Neste trabalho consideramos apenas a inibicao de PISK por LY294002 por ser o alvo
principal do composto. A Tabela 6.2 apresenta essas reacoes e as constantes cinéticas

utilizadas em nosso modelo obtidas, inicialmente, através dos modelos de referéncias e
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que foram ajustadas manualmente.

Figura 6.3: Tlustragao do modelo da via de sinalizagdo PI3K/mTOR e da fosforilacao de
Tau por meio da GSK3p.

(a) Representagao da via de sinalizagao modelada. As quinases envolvidas sao representadas pelo
estado ativo e inativo.

k[ mTORC1 ]

(b) Rapamicina e BEZ se associam com a forma ativa e inativa de mTORCI1. A degradagao, &,
das substéncias também foram modeladas.
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(c) BEZ e LY294002 se associam com a forma ativa e inativa de PI3K. A degradagao, @, das
substancias também foram modeladas.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Reacgao Descrigao Constante

estocéastica
PI3K — aPI3k Ativagao de PI3K 0.1
aPI3K — PI3k Inibicao de PI3K 1
AKT + aPI3K — aAKT + aPI3K Ativacao de AKT por PI3K  0.005
aAKT — AKT Inibicao de AKT 2
mTORC1 + aAKT — amTORC1 + aAKT ativaggo de mTORC1 por 0.1

aAKT

amTORC1 — mTORC1 Inibicao de mTORC1 1
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S6K 4+ amTORC1 — aS6K + amTORC1  Ativacao de S6K 1

aS6K — S6K Inibicao de S6K 0.01

aPI3K 4+ aS6K — PI3K + aS6K Inibicao de PI3K por S6K 0.1

aGSK3+ aAKT — GSK3 + aAKT Inibicao de GSK35 por 0.003
AKT

aGSK3 — ABeta + aGSK3 Formagao de AS por GSK35 0.002

TAU + aGSK3 — aT AU + aGSK3 Fosforilaggo de Tau por 0.01
GSK3p

al' AU — TAU Fosfatase de Tau 0.01

GSK3 — aGSK3 Ativacao de GSK3p 0.1

2 x Abeta — Abetadimer Formagao de dimeros 3x 1076

Abetadimer — 2 x Abeta Dissociacao de dimeros 1x10°¢

2 x Abetadimer — Abetaplaque Formacao de placa amiloide 0.2

Abetaplaque — 2 x Abetadimer Dissociacao de placa ami- 2 x 107*
loide

mTORC1+ RAP —- mTORC1_RAP Ligacdao de mTORC1 com a 0.92 x 10~*
rapamicina

mTORC1_RAP — mTORC1+ RAP Dissociacio de mTORC1 e 2.2 x 107°
rapamicina

amTORC1 + RAP — amTORC1_RAP Ligacdo de amTORC1 com 1.92 x 1076
a rapamicina

amTORC1 RAP — amTORC1+ RAP Dissociacao de amTORC1 e 2.2 x 107°
rapamicina

RAP — degradao Degradagao da rapamicina  0.016

PISK + LY — PI3K LY Ligacao de PISK com a 1.6
LY 294002

PI3K LY — PI3K + LY Dissociacao de PI3K e 0.96
LY 294002

aPI3K + LY — aPI3K LY Ligacao de aPI3K com a 1.6
LY 294002

aPI3K LY — aPI3K + LY Dissociacao de aPI3K e 0.96
LY 294002

LY — degradao Degradacao de LY294002 0.0455

mTORC1+ BEZ — mTORC1 _BEZ Ligacao de mTORC1 com a 2.5
BEZ235

mTORC1 BEZ — mTORC1+ BEZ Dissociacao de mTORC1 e 1.4
BEZ235

amTORC1+ BEZ — amTORC1 _BEZ Ligagao de amTORC1 com 2.5

a BEZ235
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amTORC1 BEZ — amTORC1+ BEZ Dissociacao de amTORC1 e 1.4

BEZ235

PI3K + BEZ — PI3K BEZ Ligacao de PISK com a 2.5
BEZ235

PI3K BEZ — PI3K + BEZ Dissociacao de PI3K e 4.2
BEZ235

aPI3K + BEZ — aPI3K _BEZ Ligagao de aPI3K com a 2.5
BEZ235

aPI3K BEZ — aPI3K + BEZ Dissociacao de aPI3K e 4.2
BEZ235

BEZ — degradao Degradacao de BEZ235 0.0787

Tabela 6.2: Lista de reagoes do modelo com a descri¢ao e constante estocéstica que define

a propensity function.

6.4 Convertendo reagoes em autdématos

Para a transformagao das reagoes, utilizamos a modelagem apresentada por [98].
Como exemplo, utilizaremos a reagao de ativagao de AKT por PI3K que ocorreu a uma

velocidade ~ :

AKT + aPI3K X aAKT + aPI3K

Considere-se um modelo estocéastico onde as moléculas sao representadas por um
valor discreto e inteiro, e a velocidade da reagao, por um valor real declarado no sistema,
conforme a Figura 6.4a. O autémato da reagdo (FIGURA 6.4b é obtido da seguinte

forma:

1. A transi¢do no automato ocorre quando a reacao é efetuada;

2. Para a reagao ocorrer no exemplo, sao necesséarias uma molécula de AKT e uma mo-
lécula de aPI3K. Essa condigao é o “guarda’ da transicao, definida pela expressao
AKT > 0 && aPI3K > 0;

3. A reacga@o consome uma AKT e produz uma aAKT, além de manter a PI3K. Assim,
ao executar a transicao no autéomato, os valores das moléculas sao atualizados: AKT
--, AAKT ++;
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4. A probabilidade de essa reagao ocorrer é definida pelo produto dos reagentes com
constante cinética. Assim, neste exemplo, a taxa de atraso para a ocorréncia da

proxima reacao é: v x AKT x aPI3K;

5. Caso o sistema possua mais reacoes, cada uma delas é modelada como um processo

paralelo.

Figura 6.4: Modelo PTA de reagao de ativagao de AKT por PI3K.

(a) Definigao e inicializacao das va- (b) Autoémato que representa a reagao.
I"IaVGIS. do sistema que {epresentam a AKT > 0 && aPI3K > 0
quantidade de cada molécula e a velo- AKT--, aAKT ++

cidade de reagao.

const double k3a = 0.005:

int aPI3K=0;

int AKT = 100;

int aAKT = 0 k3a*aPI3K*AKT

Fonte: Elaborado pelo autor.

6.5 Modelo formal

Nosso modelo formal compreende um conjunto de PTAs que descrevem cada reagao
apresentada na Tabela 6.2. Na Figura 6.5 temos alguns exemplos dos PTAs que foram
definidos a partir das reagoes. Em nossa abstragao, uma unidade de tempo representa 1

hora e foram utilizadas variaveis do tipo clock para representar o tempo decorrido.

Figura 6.5: Alguns autématos do modelo formal.

PBK—— aPI3K+ aPI3K-—, PI3K++ AKT—, aAKT+4 aAKT—— AKT++

\(j/ V V MTORC1--, amTORC 14+, update(

0 && amTORC 256K, S6K++ aP13K -, PI3K 4
AMTORC1 . mTORC1++ § a56K++, update()

N NS

Fonte: Elaborado pelo autor.

O momento da administragdo das substancias e a dose sao controlados por um
autdmato especifico para essa operagao. Na Figura 6.6, temos um exemplo desse pro-

cedimento, em que BEZ235 é administrada nos tempos 100, 200 e 300 em uma dose de



6.6. Simulacoes 58

50 unidades. Esses valores podem ser ajustados, o que torna a modelagem wn silico uma
excelente ferramenta para projetar experimentos in vivo ou in vitro. O conjunto completo

dos automatos esta presente nos Apéndices A-H.

Figura 6.6: Automato que representa a administragdo da substancia em diferentes mo-
mentos.

BEZ=50 @\ BEZ=BEZ+50 _ @ BEZ=BEZ+50
© @) O Q)

t<=200 t<=300 t<=400

Fonte: Elaborado pelo autor.

6.6 Simulacoes

Com o objetivo de calibrar os parametros do modelo e averiguar o comportamento
das espécies, algumas simulagoes foram executadas no Uppaal. Os gréficos da Figura 6.7
mostram como a ativacao de PI3K, AKT, GSK33, mTORC1, S6K e Tau evoluem ao
longo do tempo. Observa-se que a tltima espécie a se estabilizar é GSK3/3 que ocorre
apds o tempo de 75 horas. Nota-se também que o grafico nao possui a caracteristica de
uma curva continua e suave. As oscilagbes s@o caracteristicas do sistema estocéstico e
pela discretizagao das variaveis.

O comportamento de fosforilagao da tau é mostrado na Figura 6.7f. Esse mesmo
comportamento ¢ apresentado também na pesquisa de [47], apesar de existir uma diferenga
em relacao ao tempo e a proporcao da proteina fosforilada, que se deve a diferentes

estratégias de modelagem (concentracao inicial e unidade de tempo, por exemplo).

6.7 Propriedades WMTL verificadas

Com o objetivo de avaliar as eficacias dos potenciais medicamentos na doenca de
Alzheimer, definimos propriedades WMTL para verificar como algumas variaveis reagem
as substancias avaliadas. O intervalo de probabilidade ¢ calculado considerando 95% de
nivel de confianca. Para a avaliacao das propriedades, utilizamos um computador pessoal
de processador 3.6 Ghz i3 Quad-Core com 8 GB de memoria DDDRA4, e a versao 4.1.26
para MAC OS do Uppaal.
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Figura 6.7: Comportamento de aPI3K, aAKT, aGSK3, amTORCI e aS6K. O eixo x é o
tempo decorrido, em horas, da simulacao, e o eixo y apresenta o nimero de ativas de cada
uma das proteinas. Os graficos representam o comportamento médio de 100 simulagoes.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Qual o efeito da substancia em AS?

Propriedade 1: Qual a quantidade média produzida de AS?

E [<=300,200] (max: ABeta)
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Propriedade 2: Qual a probabilidade de reduzir a producao de A5 5%?
Pr[<=300] (<> (drugAdded) && (ABETA < 113%0.95))

O valor 113 foi obtido a partir da Propriedade 1 considerando o cenério controle

onde nao houve inser¢ao de nenhum composto no modelo.

Qual o efeito da substancia na fosforilacao de Tau?

Propriedade 3: Qual a probabilidade de a fosforilagao de Tau ser reduzida?

Pr[<=300] (<> aTAU > TAUactivation.maxATAU && drugAdded)

Qual o efeito da substancia em S6K?

Propriedade 4: Qual a probabilidade de S6K ter o mesmo comportamento de

antes da insercao da substancia?

Pr(<=300] (<> (drugAdded) && (aS6K > S6Kactivation.maxAS6K))

6.8 Cenarios avaliados

As propriedades WMTL citadas foram verificadas em diferentes doses, que sao 50
unidades, 500 unidades para cada candidato a farmaco. Os medicamentos foram inseridos
no sistema em uma dose tnica as 100 horas de evolucao do modelo. Esse momento
foi determinado considerando que a GSK3p3 é a proteina a se estabilizar préximo desse
momento. Também foi avaliado o uso continuo do medicamento por 7 dias administrando
uma dose didria de 50 unidades. O resultado ideal esperado para a administracao das
substancias é a reducao na formacao do peptideo AS e a redugao na fosforilacao de Tau.
Além disso, consideramos que o aumento em uma dessas duas varidveis é desfavoravel. Os
resultados obtidos sao detalhados nos capitulos 7, 8, e 9 com a avaliacao da rapamicina,
LY?294002 e BEZ235, respectivamente.
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6.9 Discussao

Neste trabalho desenvolvemos um modelo estocéstico formal da via PI3K/AKT /mTOR
e o associamos a formagao do peptideo AfS e a fosforilacao de Tau. Esta integracao per-
mite avaliar os efeitos de qualquer composto que atue na via nestes biomarcadores da DA.
Para isto, a primeira etapa para adicionar um novo farmaco no modelo é a identificagao
das constantes cinéticas de associacao e dissociacao com a proteina alvo, e a constante de
degradagao. Ressalta-se que nosso modelo permite nao apenas a analise de uma substan-
cia, mas também permite avaliar uma estratégia de compostos combinados com diferentes
doses e administradas em momentos distintos através de autdématos que sao facilmente
ajustados pelo verificador Uppaal.

Na construgao do nosso modelo utilizamos os modelos descritos na segao 6.2 para
referéncia inicial dos valores cinéticos das reacgoes. Utilizamos de simulagoes para ajus-
tarmos estes valores para realizar a integracao das varidveis destes diferentes modelos e
que elas se comportassem como descrito na literatura. Além do nosso modelo ser o tnico
a apresentar a integracao da via PI3K com a DA, somos o primeiro modelo a fazé-lo
utilizando uma abordagem estocastica que é uma caracteristica dos sistemas biolégicos.
Outra novidade do nosso trabalho é a utilizagao das técnicas de verificagao formal para
avaliar o comportamento do sistema o que nos permite extrapolar nas anélises das varia-

veis comparadas as técnicas de simulagoes.
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Capitulo 7
Rapamicina

Neste capitulo apresentamos os nossos resultados referentes a eficacia da rapami-
cina em reduzir a producao do peptideo amiloide e na reducao da fosforilacao de Tau. Ao
final, apresentamos a discussao e os trabalhos relacionados que corroboram com os nossos

resultados in silico.

7.1 Resultados

7.1.1 Simulando a administracao da rapamicina no sistema

Foi gerado um conjunto de 100 simulagoes de 300h — tempo do modelo — para
diferentes doses da rapamicina inseridas no sistema no tempo 100 e o comportamento
das espécies pode ser observado na Figura 7.1. No cenario de administracao de 50 uni-
dades da rapamicina no tempo 100, houve uma redugao de aS6K e uma manutencao no
comportamento de aAKT, aGSK3 e aTAU. A ativacao de AKT s6 sofreu alteragao no
comportamento & medida que a dose da rapamicina aumentou. Em todos os cenarios
avaliados, a GSK3p3 e Tau fosforilada nao apresentaram alteracoes. Os graficos da Fi-
gura 7.1 mostram o comportamento de cada uma dessas espécies nos diferentes cenarios
de administracao da rapamicina.

As figuras 7.2a e 7.2c mostram o comportamento de PISK, mTORC1 e S6K,
apos perturbagao do sistema no tempo 100 horas. Podemos visualizar a agao do feedback
negativo da via. A Figura 7.2a mostra que a inibigado da mTORC neste teste nao foi
suficiente para reduzir a atividade da S6K, consequentemente, o aumento da atividade da
PI3K. Porém, nos cenarios representados pelas figuras 7.2b e 7.2¢, percebemos o feedback
negativo do comportamento. O acionamento desse feedback negativo é o responsavel pela

reducao da fosforilacao de Tau.
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7.1.2 O efeito da rapamicina na formacao de Af

Analisamos a formagao de AS através de simulagao de 200 execugoes ao longo de
300 horas do modelo de tempo e nao identificamos mudancas significativas nesse processo
biologico quando a terapia foi adicionada ao sistema conforme apresentado na Tabela 7.1.
Também testamos se o farmaco foi capaz de reduzir pelo menos 5% da formacao do
peptideo. A Tabela 7.2 mostra o resultado e endossa a ineficacia da rapamicina nessa

resposta biologica.

Cenario Valor médio de Ap
Sem administracao de substancias 113.30 £0.75
50 RAP 113.26 +0.69
500 RAP 113.38 = 0.79
50 unidades de RAP — 1x ao dia por 7 dias. 113.10 £ 0.68

Tabela 7.1: Valor médio da quantidade do peptideo A5 apds a simulacao de 300h de
evolugao do sistema.

Cenario Nuamero de Tempo (s) Intervalo de

simulagoes probabilidade
Sem administracao de substancias 383 200 55.56 — 65.54
50 RAP 375 218 58.36 — 68.35
500 RAP 384 208 58.09 - 68.09
50 unidades de RAP — 1x ao dia por 381 210 55.02 — 65.02

7 dias

Tabela 7.2: Diferentes cenarios foram testados com rapamicina (RAP) o intervalo repre-
senta a probabilidade de reducao AS em 5%. Nesse caso, o valor mais alto ¢ melhor para
o tratamento de Alzheimer. O intervalo de probabilidade ¢ dado considerando 95% de
confianca.

7.1.3 O efeito da rapamicina na fosforilacao de Tau

Também avaliamos a probabilidade de Tau ser fosforilada apds a rapamicina ter
sido adicionada ao sistema. Os resultados estao na Tabela 7.3 e revelam que as melhores
doses de rapamicina para reduzir a fosforilacao de Tau sao de 500 unidades de dose.
Nessa dose, a probabilidade de a fosforilagao de Tau ultrapassar seu pico maximo — que

ocorre antes da estabilizacao do sistema — estd entre o intervalo de 5,19% e 15,16%,
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enquanto, em um cenério de controle, essa probabilidade esta entre 9.94% e 19.94%. Isso
significa que a rapamicina reduz a ocorréncia de fosforilagao de Tau. Além disso, o uso
continuo de rapamicina em 50 unidades tem o mesmo desempenho de apenas uma dose.
H& modelos animais que mostram que a fosforilacao de Tau ¢é reduzida quando se usa a

rapamicina [67, 78| o que corrobora com o nosso modelo.

Cenario Nuamero de Tempo (s) Intervalo de

simulacoes probabilidade
Sem administracao de substancias 245 195 9.94 - 19.94
50 RAP 217 205 7.12 - 17.09
500 RAP 179 153 5.19 - 15.16
50 unidades de RAP — 1x ao dia por 217 182 7.73 - 17.72

7 dias

Tabela 7.3: Diferentes cenérios foram testados com rapamicina (RAP) o intervalo repre-
senta a probabilidade de aumento da fosforilacao de Tau. Nesse caso, o valor mais baixo
¢ melhor para o tratamento de Alzheimer. O intervalo de probabilidade é dado conside-
rando 95% de confianga.

7.1.4 O efeito da rapamicina em S6K

Os graficos das figuras 7.2a e 7.2c mostraram que S6K tem o seu comportamento
afetado devido a inibicao direta de mTORC]1 pela rapamicina. Avaliando se é possivel
S6K restabelecer o seu comportamento, nossas analises mostram que a probabilidade
disso ocorrer é abaixo em todas as doses avaliadas conforme apresentado na Tabela 7.4.
Observa-se que na dose 500 unidades da rapamicina é o cenario com a menor probabilidade
de haver esta recuperagao. Se compararmos este cenario com a probabilidade de reduzir

a fosforilagao de Tau (TABELA 7.3), é o cenario com melhor resultado em fosforilagao de

Tau.
Cenario Nuamero de Tempo (s) Intervalo de
simulagoes probabilidade

Sem administracao de substancias 313 167 66.75 — 76.74
50 RAP 316 287 21.87 — 31.85
500 RAP 68 59 00.00 — 09.81
50 unidades de RAP — 1x ao dia por 199 160 06.51 — 16.49
7 dias

Tabela 7.4: Diferentes cenarios foram testados com rapamicina (RAP) o intervalo repre-
senta a probabilidade de recuperacao do comportamento S6K sem perturbacao O intervalo
de probabilidade é dado considerando 95% de confianca.
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7.2 Discussao

Usando o Statistical Model Checking, mostramos que a rapamicina desenvolve um
efeito positivo na fosforilagao de Tau, reduzindo a probabilidade de esse evento ocorrer.
Mostramos também que nao é necessario aumentar a dose do farmaco para obter os
melhores resultados. Essas compreensoes do sistema revelaram a capacidade do SMC
de gerar simulagoes para verificar a propriedade definida, que nao foi possivel identificar
apenas com simulagoes.

Existem poucos experimentos in vivo que podem corroborar com nosso modelo. Os
trabalhos de [67] e [78] mostram a redugao da fosforilagao de Tau apds o tratamento com
a rapamicina. Além de nosso trabalho mostrar o mesmo resultado, também mostramos
que nao é necessario aumentar a dosagem de rapamicina para reduzir a fosforilacao de
Tau. Além disso, mostrou-se que a rapamicina nao é capaz de inibir totalmente a S6K,
mas a reducao da atividade dessa proteina pela rapamicina é suficiente para reduzir a
fosforilagao de Tau. Nota-se que as doses que dificultam o retorno da atividade normal de
S6K coincidem com as doses em que hé reducao na fosforilagao de Tau, o que demonstra
que, para a DA, o feedback negativo da via pode ser benéfico.

A técnica também confirmou que o farmaco nao poderia retardar o processo de
formagao de Af, assim como mostra em [91]. Tudo isso indica que nosso modelo pode
ser potencialmente usado para projetar e testar, in silico, outros potenciais farmacos que
tém como alvo a via PI3K/AKT/mTOR, além de analisar suas consequéncias na doenga
de Alzheimer.
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Figura 7.1: Comportamento das espécies com a administragdo da rapamicina no tempo
100h. O eixo x representa a evolucao do tempo de simulagao e o eixo y representa a
proporcao da molécula ativa em relagao ao total de moléculas. O cenario controle é onde

nao ha a perturbagao do sistema com nenhum composto.
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Figura 7.2: Comportamento de aPI3K, aAKT, amTORCI, e aS6K nas diferentes dosagens

da rapamicina
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Capitulo 8

1LY 294002

Neste capitulo apresentamos os nossos resultados referentes a eficacia da L'Y294002

em reduzir a produgao do peptideo amiloide e na reducao da fosforilagao de Tau.

8.1 Resultados

8.1.1 Simulacao da administracao da LY294002 no sistema

Com o intuito de observar o efeito da LY294002 no sistema, 100 simulagoes de
300 horas foram geradas, para diferentes doses. Além dos cenarios em que administramos
apenas a 1LY294002, avaliamos também o comportamento do sistema quando ela ¢é inserida
combinada com a rapamicina. Dessa forma, pudemos observar a resposta do sistema
quando ocorre a inibicao de duas variaveis do modelo. Para esse cenario, utilizamos o
1C5y desses compostos em nosso modelo, que sao 50 unidades de LY294002 e 50 unidades
da rapamicina.

Com base na analise da Figura 8.1b e da Figura 8.1f, nota-se que aAKT e am-
TORCI, respectivamente, tém o seu comportamento alterado para quaisquer doses de
LY294002. A alteragao em aGSK3 s6 é perceptivel quando se insere a substancia bioativa
7 vezes em um intervalo de 24 horas, como se pode observar na Figura 8.1c. A mesma
resposta é observada em aTAU (FIGURA 8.1d). Ja em relagdo a S6K, nao é possivel
notar alteragao em nenhum dos cenarios, como mostra a Figura 8.1f.

Ao analisar a resposta de cada cenério em aPI3K, amTORCI1, e aS6K como mos-
tram as figuras 8.2a e 8.2d, constatamos que amTORC1 tem sua atividade reduzida por
ser um downstream da inibi¢cao de PI3K, mas que isso nao ocorre com aS6K. Assim, nao

h& uma ativacao do mecanismo de feedback negativo da via.
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8.1.2 O efeito de LY294002 na formacao de Af

Nos cenérios testados, apenas o uso diario por 7 dias apresentou um aumento
acima do desvio padrao do cenario sem administragdo da substancia (TABELA 8.1).
Entretanto, a técnica SMC mostrou que neste mesmo cenério ¢ possivel reduzir em 5%
a formagao do peptideo AS como apresentado na Tabela 8.2. Também, observa-se que
a LY294002 tem potencial em abrandar em 5% a producao de A em todos os outros
cenarios quando administrada individualmente. Por outro lado, quando administrada

junto com a rapamicina ocorre o efeito contrario.

Cenario Valor médio de Ap
Sem administracao de substancias 113.30 £ 0.75
50 LY 294002 114.10 £ 1.73
500 LY294002 112.85 £+ 2.08
50 unidades de LY?294002 — 1x ao dia du- 115.90 £ 0.6
rante 7 dias
50 LY294002 + 50 RAP 113.00 £0.74

Tabela 8.1: Valor médio da quantidade do peptideo A5 apds a simulacao de 300h de
evolugao do sistema.

Cenario Nuamero de Tempo (s) Intervalo de
simulagoes probabilidade
Sem administracao de substéancias 383 200 55.56 — 65.54
50 LY294002 390 387 62.08 — 72.07
500 LY294002 380 433 62.46 — 72.44
50 unidades de LY294002 — 1x ao 380 901 60.35 — 70.35
dia durante 7 dias
50 LY294002 + 50 RAP 363 334 52.84 — 62.84

Tabela 8.2: Diferentes cenarios foram testados com LY294002; o intervalo representa a
probabilidade de reducao A5 em 5%. Nesse caso, o valor mais alto é melhor para o
tratamento de Alzheimer. O intervalo de probabilidade é dado considerando 95% de
confianca.

8.1.3 O efeito de LY 294002 na fosforilacao de Tau

Por ser um inibidor da PI3K, a LY294002 altera o comportamento de AKT e

pode influenciar na alteracao da GSK33. Consequentemente, espera-se uma resposta
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da substancia na fosforilagao de Tau. Em todos os cenérios avaliados mostra-se que
h& uma maior probabilidade de a proteina Tau ser fosforilada, assim como apresentado
na Tabela 8.3. Nossos resultados também revelam que a administracao da rapamicina

combinada com LY294002 nao ¢é suficiente para uma melhora nesse resultado.

Cenario Nuamero de Tempo (s) Intervalo de
simulacoes probabilidade
Sem administracao de substancias 245 195 9.94 - 19.94
50 L.Y294002 291 516 17.09 — 27.08
500 LY 294002 338 723 27.55 — 37.53
50 unidades de LY294002 — 1x ao 386 1408 48.98 — 58.96
dia durante 7 dias
50 LY294002 + 50 RAP 324 583 18.74 — 28.73

Tabela 8.3: Diferentes cenarios foram testados com LY294002; o intervalo representa a
probabilidade de aumento da fosforilacao de Tau. Nesse caso, o valor mais baixo é melhor
para o tratamento de Alzheimer. O intervalo de probabilidade ¢ dado considerando 95%
de confianga.

8.1.4 O efeito de LY294002 em S6K e no feedback negativo da

via

Os nossos resultados, detalhados na Tabela 8.4, mostram que LY294002 produz um
pequeno impacto no comportamento de S6K quando administrada em dose tnica isolada
ou combinada com a rapamicina. Contudo, no uso continuo, temos que a recuperacao de

S6K ¢é prejudicada.

Cenario Numero de Tempo (s) Intervalo de
simulacoes probabilidade
Sem administracao de substéancias 313 167 66.75 — 76.74
50 LY294002 351 487 63.42 — 73.40
500 LY294002 378 743 61.90 — 71.89
50 LY294002 — 1x ao dia durante 7 402 1454 66.63 — 76.60
dias
50 LY294002 + 50 RAP 354 489 40.26 — 50.26

Tabela 8.4: Diferentes cenarios foram testados com LY?294002; o intervalo representa a
probabilidade de recuperacao do comportamento S6K sem perturbacao O intervalo de
probabilidade ¢ dado considerando 95% de confianga.
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8.2 Discussao

Podemos constatar que a LY294002 tem potencial em reduzir a produgao do pep-
tideo AS e pode contribuir para uma aceleracao na fosforilacao de Tau. Entretanto, a
substancia tem uma grande probabilidade de acelerar a fosforilacao de Tau. Isso era
esperado porque a modulacao de GSK3[, quinase responsavel por fosforilar Tau, é um
downstream de PI3K. Entretanto, nossos resultados mostraram que, mesmo com a uti-
lizagao da rapamicina, nao foi possivel reverter essa resposta. Uma das possiveis razoes
é que a dose da rapamicina utilizada nao é a suficiente para acionar o mecanismo de
feedback negativo através da inibigao de S6K. Apesar de LY294002 nao ser um composto
clinicamente viavel, ela tem a sua importancia no estudo da via PI3K/AKT/mTOR em

revelar e quantificar que inibidores de PI3K podem induzir um quadro patologico.
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Figura 8.1: Comportamento das espécies com a administracao da LY294002 no tempo
100h. O eixo x representa a evolucao do tempo de simulagao e o eixo y representa a
proporcao da molécula ativa em relagao ao total de moléculas. O cenario controle é onde
nao ha a perturbagao do sistema com nenhum composto.
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Figura 8.2: Comportamento de aPI3K, amTORCI1, e aS6K nas diferentes dosagens da
LY294002. O eixo x representa a evolugao do tempo de simulagao e o eixo y representa a
proporg¢ao da molécula ativa em relagao ao total de moléculas. O cenario controle é onde
nao ha a perturbacao do sistema com nenhum composto.
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Capitulo 9

NVP-BEZ235

Neste capitulo apresentamos os nossos resultados referentes a eficacia da NVP-
BEZ235 em reduzir a producao do peptideo amiloide e na reducao da fosforilacao de
Tau.

9.1 Resultados

9.1.1 Simulando a administracao da BEZ no sistema

As figuras 9.1a e 9.1f mostram como cada uma das proteinas evoluiram ao longo de
300 horas (tempo de modelo) de simulagao para as diferentes doses de BEZ235 que foi inse-
rida no tempo 100. A Figura 9.1a mostra a inibicao de PI3K pela substéancia, e observa-se
que AKT replica o mesmo comportamento como mostra a Figura 9.1b. Observa-se que
uma tnica dose de 500 unidades ou a insercao de 50 unidades de BEZ235 uma vez ao dia
durante 7 dias provocam uma maior ativacao de GSK33 (Figura 9.1¢) e, em resposta a
isto, a fosforilagdo de Tau (Figura 9.1d) também aumenta nessas doses. Além disso, essas
doses sao capazes de alterar o comportamento de S6K (Figura 9.1e). Podemos observar
na Figura 9.1f que apds a administragao de BEZ235 ha uma tendéncia de se manter a
inibicao de mTORC1 por um longo periodo, diferentemente do que ocorre com PI3K.

Nas figuras 9.2a e 9.2¢ temos os graficos do comportamento de PI3K, mTORCI1, e
S6K para cada um dos cenarios. Podemos observar, que a dose de 50 unidades de BEZ235
nao afeta o comportamento de S6K. Ja nas doses de 500 unidades em dose tnica e 50
unidades inseridas continuamente a cada 24 horas altera o comportamento de S6K. Além
disso, apesar de BEZ235 ser um inibidor de PI3K, nota-se que o ntimero de moléculas

ativas de PI3K aumenta quando ha inibicao de S6K.



9.1. Resultados 5

9.1.2 O efeito de BEZ235 na formacao de Af

Ao se avaliar a formagao do peptideo AS, a NVP-BEZ235 mostrou que pode pro-
vocar um aumento no nimero médio dessa proteina na dose de 500 unidades ou quando
administrada 1 vez ao dia por uma semana. Em ambas as estratégias os valores obtidos
foram proximos, como apresentado na Tabela 9.1. Entretanto, ao avaliar a capacidade
da substancia em reduzir em 5% a formacao do peptideo, estes cenarios se mantiveram
similares ao cenario controle como descrito na Tabela 9.2. Isto mostra uma das vantagens
da utilizagao da técnica SMC em relagao aos métodos tradicionais como a simulagao a

qual pode observar esta melhora neste biomarcador.

Cenario Valor médio de Ap
Sem administracao de substancias 113.30 £ 0.75
50 NVP-BEZ235 113.44 £ 0.52
500 NVP-BEZ235 119.99 4+ 0.65
50 NVP-BEZ235 — 1x ao dia durante 7 dias 119.78 £0.78

Tabela 9.1: Valor médio da quantidade do peptideo A apods a simulacao de 300h de
evolugao do sistema.

Cenario Nuamero de Tempo (s) Intervalo de
simulagoes probabilidade
Sem administracao de substancias 383 200 55.56 — 65.54
50 NVP-BEZ235 371 252 54.32 — 64.30
500 NVP-BEZ235 386 216 55.28 — 65.28
50 NVP-BEZ235 - 1x ao dia du- 377 305 52.85 — 62.85

rante 7 dias

Tabela 9.2: Diferentes cenarios foram testados com NVP-BEZ235; o intervalo representa
a probabilidade de reducao AS em 5%. Nesse caso, o valor mais alto é melhor para
o tratamento de Alzheimer. O intervalo de probabilidade ¢ dado considerando 95% de
confianca.

9.1.3 O efeito BEZ235 na fosforilacao de Tau

A NVP-BEZ235, mesmo sendo um inibidor duplo de PI3K e mTORC1, mostrou
que ela pode aumentar a probabilidade de fosforilar a Tau como pode ser observado na
Tabela 9.3. Comparando com as mesmas doses de LY294002, a NVP-BEZ235 tem um

maior potencial em acelerar esse processo.
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Cenario Nuamero de Tempo (s) Intervalo de

simulagoes probabilidade
Sem administracao de substancias 245 195 9.94 - 19.94
50 NVP-BEZ235 326 356 18.92 — 19.95
500 NVP-BEZ235 124 94 85.89 — 95.86
50 NVP-BEZ235 — 1x ao dia du- 79 78 90.19 - 100

rante 7 dias

Tabela 9.3: Diferentes cenarios foram testados com NVP-BEZ235; o intervalo representa a
probabilidade de aumento da fosforilagao de Tau. Nesse caso, o valor mais baixo é melhor
para o tratamento de Alzheimer. O intervalo de probabilidade ¢ dado considerando 95%
de confiancga.

9.1.4 O efeito de BEZ235 em S6K e no feedback negativo da via

Em todos os cenarios avaliados o comportamento de S6K foi afetado com a admi-
nistracao de BEZ235. Observa-se na Tabela 9.4 que esta alteracao é mais acentuada com
a maior dose, 500 unidades, sendo que neste cenario S6K tem a menor probabilidade de

retornar com o seu comportamento padrao.

Cenario Nuamero de Tempo (s) Intervalo de
simulagoes probabilidade
Sem administracao de substéancias 313 167 66.75 — 76.74
50 NVP-BEZ235 328 374 24.36 — 34.34
500 NVP-BEZ235 29 42 0.00 - 9.81
50 NVP-BEZ235 - 1x ao dia du- 124 179 7.12 - 17.08

rante 7 dias

Tabela 9.4: Diferentes cenérios foram testados com NVP-BEZ235; o intervalo representa
a probabilidade de recuperagao do comportamento S6K sem perturbacao O intervalo de
probabilidade é dado considerando 95% de confianga.

9.2 Discussao

A BEZ235 mostrou ser um potente inibidor de PI3K e mTORC e capaz de aumen-
tar a fosforilagao de Tau tanto no cenario de dose tinica do candidato a farmaco quanto
no uso continuo o que pode ser maléfico e levar a morte neuronal. Em relacao a forma-
¢ao do peptideo AS, BEZ235 nao apresentou uma grande melhora comparada ao cenario

controle. Este efeito de BEZ235 em Af difere com os encontrados em modelos animais
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apresentados por |5, 6] que mostraram uma reduc¢ao no peptideo. Apesar dos nossos re-
sultados divergiram dos obtidos em experimentos com animais em relagao ao aumento da
formacao do peptideo A, é importante frisar que tal diferenca pode estar associada aos
valores das doses administradas e que a nossa abstracao nao contempla outros processos

biologicos como a autofagia.



9.2. Discussao 78

Figura 9.1: Comportamento das espécies com a administracao da BEZ235 no tempo 100h.
O eixo x representa a evolucao do tempo de simulacao e o eixo y representa a proporgao
da molécula ativa em relacao ao total de moléculas. O cenario controle é onde nao ha a
perturbacao do sistema com nenhum composto.
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Figura 9.2: Comportamento das espécies com a administracao da BEZ235 no tempo 100h.
O eixo x representa a evolucao do tempo de simulacao e o eixo y representa a proporgao

da molécula ativa em relacao ao total

de moléculas. O cenério controle é onde nao ha a

perturbagao do sistema com nenhum composto.
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Capitulo 10

Conclusao

10.1 Discussao

Apresentamos um modelo formal da via PI3K/AKT/mTOR e sua contribuigao na
formacao do peptideo Af e na fosforilagao de Tau, que s@o os dois principais biomarcadores
da doenca de Alzheimer. Dessa forma, é possivel avaliar como estes biomarcadores se
comportam quando uma substancia, ou a combinacao de substancias, que atuam em
alguma variavel da via sao administradas no sistema. Além disso, a modelagem estocastica
aproxima a nossa abstragao do comportamento aleatorio inerente dos sistemas biologicos.
O nosso modelo é robusto e adaptavel para avaliar qualquer substancia que atue na via.
Uma limitagao, nao apenas da nossa abordagem, mas das técnicas in silico, é a necessidade
de identificar os parametros cinéticos na literatura ou a disponibilidade de dados que nos
permitam calcular esses parametros. Embora em muitos casos seja possivel determinar
esses valores, existem situacoes em que é invidvel ou dificil de fazé-lo.

Nosso modelo permite testar diferentes estratégias farmacologicas, como doses,
momentos de administragao e até combinacao de substancias. Neste trabalho, avaliamos
o impacto da administragao da rapamicina, 1.Y294002, e NVP-BEZ235 na formagao de
ApS e na fosforilagao de Tau. Esperava-se que os compostos fossem capazes de reduzir
a formagao de Af e/ou fosforilagao de Tau. Usando o Statistical Model Checking, mos-
tramos que a rapamicina desenvolve um efeito positivo na fosforilacao da Tau, reduzindo
a probabilidade desse evento. Este comportamento da Tau na presenca de rapamicina
foi observado em modelos animais [67, 78] e demonstra um potencial da rapamicina a
ser reposicionado para outras taupatias. Nossos resultados nao reproduziram a reducao
da formagao de AS apds o tratamento com rapamicina como descrito em [91]. Um dos
motivos dessa divergéncia é que a rapamicina pode atuar em outras variaveis biologicas
nao presentes no modelo atual, como o aumento da atividade autofagica, que pode ser
responséavel por reduzir a formagao do peptideo AS.

Ao contrario da rapamicina, a LY294002 reduziu a formacao de AS. Entretanto,

o farmaco aumentou a probabilidade de fosforilacao da Tau. Para mitigar esse efeito
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colateral, também testamos se a administracao de LY294002 combinada com rapamicina
exerceria algum efeito na doenca de Alzheimer. No entanto, o cendrio testado com esta
combinacao nao foi eficaz — a inibicao de PI3K por LY294002 tem uma resposta mais
rapida na fosforilacao de Tau do que o feedback negativo iniciado pela inibigao de mTORC1
pela rapamicina.

Além disso, analisamos o efeito de NVP-BEZ235 na doenca de Alzheimer, que
se revelou um potente inibidor de PI3K e mTORC1. O composto também aumentou a
fosforilagao da Tau, que pode ser considerada prejudicial e pode levar & morte neuronal.
O NVP-BEZ235 é um novo candidato a farmaco em ensaios clinicos para o tratamento do
cancer e existem poucos trabalhos relacionados a doenca de Alzheimer que descrevem a
melhora nos déficits cognitivos e reducao nas placas A3, mas nao ha trabalho experimental
avaliar o efeito na fosforilagao da Tau.

A Tabela 10.1 resume nossas analises e em todos os cenarios testados nao alcan-
¢amos o resultado ideal para a reducao da fosforilacao de AS e Tau. No entanto, temos
uma nova e importante percepcao de que os compostos que inibem a PI3K provavelmente
aumentarao a fosforilacao da Tau. Isto expoe os riscos de efeito colateral ao inibir uma
quinase que esteja no inicio de uma via de sinalizacao. Revelamos que mesmo substan-
cia de dupla inibigao, como NVP-BEZ235, ou a administracao de outra substancia como
rapamicina, nao foram capazes de mitigar o efeito deletério da inibicao de PI3K na fos-
forilacao da Tau. Nossos resultados indicam a importancia de avaliar a hiperfosforilacao
de Tau em experimentos in vivo e/ou in silico considerando o impacto desta rea¢ao na
doencga de Alzheimer e em outras taupatias.

E importante salientar a importancia da técnica SMC para a obtencio desses re-
sultados. Para cada propriedade e para cada cenario, um ntmero diferente de simulagoes
foi gerado, para que a resposta fosse dada com 95% de confianca. Ainda assim, apesar
dos poucos trabalhados publicados referentes ao comportamento de Tau apoés a admi-
nistracao das substancia bioativas abordadas neste trabalho, nossas analises qualitativas
sao similares ao relatado por [67, 78] indicando que nossa abstragao tem representativa-
dade em modelos animais. A técnica mostrou-se eficiente na verificacao das propriedades
considerando o baixo tempo computacional de processamento sem a necessidade de gran-
des recursos computacionais que normalmente sao requeridos nas abordagens numeéricas
tradicionais.

Considerando que a via PI3K/mTOR esta envolvida em diferentes outras doengas
tais como as neoplasias e metabolicas, o modelo pode ser adaptado para a avaliagao dos
efeitos de substancias bioativas também nestas anomalias apés os ajustes no modelo a
fim de representar as especificidades da doenca em estudo. Além disso, a metodologia
proposta pode ser aplicada a outras vias de sinalizagao e doengas tornando uma ferramenta
util para analises de efeitos colaterais e toxidades dos compostos que tém potencial a

serem reposicionados. Contudo, para isto, é necessario a obtencao dos valores cinéticos
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das reacoes ou de dados que possibilite o calculo destes parametros. Esta ¢ uma das
limitacoes da nossa abordagem considerando que nem sempre estas informagoes estao

disponiveis.

Cenario Formacao de A5 Fosforilagao de Tau

Ideal i

50 RAP -

500 RAP -

50 RAP 1x ao dia por 7 dias -
50 LY294002 l

500 LY 294002 {
l

{

50 LY294002 1x ao dia por 7 dias
50 LY294002 + 50 RAP
50 NVP-BEZ235
500 NVP-BEZ235 -
50 BEZ 1x ao dia por 7 dias -

—| = | === | == |||

Tabela 10.1: Sumario do resultado de cada molécula nas variaveis verificadas. O cenario
ideal é uma estratégia capaz de reduzir a produgao de AS e a fosforilagao da Tau. Nenhum
dos cenarios testados em nosso modelo alcangou tal resultado.

10.2 Consideracoes finais

A doenga de Alzheimer é uma desordem neurodegenerativa em que um dos sintomas
é a perda severa da memoria. Trata-se do caso mais comum de deméncia, e a expectativa
é que as ocorréncias da doenga crescam com o envelhecimento da populacao. Alguns dos
desafios da doenca sao a identificagao de um biomarcador confiavel para seu diagnostico
precoce e a falta de estratégias efetivas de prevencao e de tratamento.

Uma estratégia que pode ser utilizada é o reposicionamento de drogas, o qual
permite a redugao de custos e do tempo de testes, tendo em vista que algumas etapas
até a aprovacao nao precisam ser refeitas. Além disso, modelos computacionais podem
contribuir para essas pesquisas, pois as ferramentas computacionais de simulacao, analise
e verificacao de modelos possibilitam que hipdteses e estratégias farmacoldgicas sejam
experimentadas antes de testes in vitro e/ou in vivo.

Dessa forma, desenvolvemos um modelo estocastico formal da via PI3K/AKT/mTOR
que vem sendo estudada devido ao seu potencial em reduzir as placas amiloides através
do processo de autofagia. Contudo, esta via possui associagoes com a GSK3/3 que é uma
quinase conhecida por participar dos processos de fosforilacao de Tau e na formagao do

peptideo AfB. Dessa forma, integramos a via com estes dois biomarcadores da doenca
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de Alzheimer tornando a nossa abstracao apta a avaliar, in silico, os efeitos nestes bio-
marcadores de diferentes substancias, ou a combinagao entre elas, que atuem em alguma
variavel da via.

Utilizamos o Uppaal, que é um verificador SMC, para analisar as propriedades
do modelo, codificadas em légica temporal. Neste trabalho, mostramos o impacto da
rapamicina, LY294002 e NVP-BEZ235, em diferentes cenérios na doencga de Alzheimer.
Identificamos que a inibigao de PI3K por LY294002 e NVP-BEZ235. Espera-se que esse
comportamento ocorra com qualquer substancia que atue para inibir essa proteina. Tam-
bém mostramos que a rapamicina nao foi capaz de mitigar o efeito colateral do L'Y294002.
Ressaltamos que estes resultados foram identificados devido a capacidade do Uppaal em
avaliar as propriedades gerando simulacoes de forma eficientes, e, que, com apenas o
processo de simulagao, poderiam nao ser detectados. Dessa forma, esperamos contribuir
para apresentar a eficiéncia da area de verificagao formal em auxiliar no desenho experi-
mental de estratégias farmacologicas que possam ser aplicadas nao apenas na doenca de

Alzheimer, mas como outras doengas que atingem a populagao e ainda nao ha tratamento.

10.3 Trabalhos futuros

Neste trabalho suscitamos a hipotese de que compostos que inibem PI3K tém
uma maior probabilidade de aumentar a fosforilacao da Tau, o que poderia ser maléfico
para o paciente. Dessa forma, pretendemos explorar mais nesta descoberta executando
experimentos laboratoriais para avaliar essa hipotese. Adquirimos anticorpos Tau e p-
Tau para os experimentos que serao executados. Além disso, pretendemos avaliar outras
substancias bioativas analogas a rapamicina considerando que este farmaco apresentou
ter um potencial na reducgao na fosforilagao, podendo, assim, contribuir nao apenas para
a Doenca de Alzheimer mas em outras taupatias.

No ambito da modelagem in silico pretendemos avaliar outros medicamentos que
atuam na via para identificar outros farmacos, ou a combinagao de farmacos, que tenham
potencial em mitigar os efeitos da doenca de Alzheimer. Além disso, pretendemos em
expandir o modelo com novas variaveis que abstraem o processo de autofagia que pode
contribuir diretamente na reducao das placas amiloides. Como nao ha modelos que des-
crevem estas reagoes, buscaremos dados brutos experimentais para aplicarmos técnicas

de estimativa de parametros para a abstracao destas reagoes.
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Apéndice A

Conjunto de autématos que
representam a via PI3K/mTOR

PI3K > 0 aP13K > 0 AKT > 0&&aPI3K>0  aAKT>0
PI3K--, aPI3K++ aPI3K--, PI3K++  AkT-- aAKT++ aAKT--, AKT++ mTORC1 > 0 && aAKT > 0

\(Cj/ V V MTORC1--, amTORC1++, update(

k3a*aPI3K*AKT

k2a*PI13K*IRS

k2b*aPI3K k3b*aAKT k4a mT()RU aAKT
R aS6K > 0 aS6K > 0 && aPI3K > 0
amTORC1 > 0 S6K > 0 && amTORC1 > 0 aS6K--, S6K-++ aPI3K--, PI3K++
2mTORC1--. mTORC1++ S6K--, aS6K++, update() v \/
k4b*amTORC1 k5a*S6K*amTORC1

5b*aS6K ké6f*aS6K*aPI3K
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Apéndice B

Conjunto de autématos que
representam a formacao do peptideo

amiloide beta e fosforilacao de Tau

al 0
CSK3 CSK3 GSK3--, aGSK3 + TAU--. aTAU+

pdat
A TA 0
ABETA=ABETA+1 ABETA--
k dAbet GSK3
! ' 1beta ABETA
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Apéndice C

Conjunto de autématos que
representam o processo de associacao,
desassociacao, e degradacao da

rapamicina

MTORC1_RAP--, mTORC1++, RAP++ N TORCT RAP ‘ o an
' - mTORC1--, RAP--mTORC1_RAP++
\/ amTORC1--, RAP--,amTORC1_RAP++ wP++
KRapTORC se¥ar RA RapTORC1binding“mTORC1*RAP
(RapTORCl1release*mTORC1_RA kRapTORC1binding*amTORC1*RA 1apTORL lrele ToRCL
RAP--
kRapDeg*RA
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Apéndice D

Automatos de insercao da rapamicina
no tempo 100 horas e de uso continuo

durante uma semana

RAP=DOSE, drugAdded=true =124

©

t<=100 t==124
e RAP=RAP-+DOSE

=172 ¢ '

t<ml72 RAP=RAP-+DOSE

t<=148 RAP=DOSE,drugAdded=true

RAP=RAP+DOSE _ © @

<=22
t<=220 t<=100

t<=196  RAP=RAP+DOSE o
RAP=RAP+DOSE
@- RAP=RAP-+DOSE

t<=244




Apéndice E

Conjunto de autématos que

representam o processo de associacao,

desassociacao, e degradacao da
LY 294002

PI3K--, LY--, PI3K_LY+ PI3K LY-- PI3K++. LY+ PIBK LY aPI3K_LY+ p|3K LY aPI3K++, LY+

VVV >

LY--

99
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Apéndice F

Automatos de insercao da LY294002 no
tempo 100 horas e de uso continuo

durante uma semana

t ] t<=124

00
LY=DOSE LY, drugAdded=true
O Lol
t<=100 t==100
t==124 LY=DOSE_LY, drugAdded=true
LY=LY + DOSE_LY @ O

~ t<=148 -
=172 Zm
te=172 LY=LY + DOSE_LY t<=100

t==172 t 148
LY=LY + DOSE_LY
t==196 t<=220
LY=LY + DOSE_LY t==100
RAP=DOSE, LY=DOSE_LY, drugAdded=true

t<=196 t==220 @ ,O
) LY=LY + DOSE_LY t<=100
O LY=LY + DOSE_LY
t<=244




101

Apéndice G

Conjunto de autématos que
representam o processo de associacao,

desassociacao, e degradacao da BEZ235

PI3K--, LY--, PI3K LY+ PI3K_LY--, PI3K++, LY+ aPI3K--, LY, aPI3K LY+ PI3KLY aPI3K++, LY+

VVV v

LY--
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Apéndice H

Automatos de insercao da BEZ235 no
tempo 100 horas e de uso continuo

durante uma semana

t ] t<=124

00
LY=DOSE LY, drugAdded=true
O Lol
t<=100 t==100
t==124 LY=DOSE_LY, drugAdded=true
LY=LY + DOSE_LY @ O

~ t<=148 -
=172 Zm
te=172 LY=LY + DOSE_LY t<=100

t==172 t 148
LY=LY + DOSE_LY
t==196 t<=220
LY=LY + DOSE_LY t==100
RAP=DOSE, LY=DOSE_LY, drugAdded=true

t<=196 t==220 @ ,O
) LY=LY + DOSE_LY t<=100
O LY=LY + DOSE_LY
t<=244
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