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1 INTRODUCCION

En el umbral det siglo XX la gran cantidad de informacidn generada por diversas investigaciones
representa una opertunidad de integracion conceptual en areas como la inmunologia,
neurociencias, materiales inteligentes, etc. Particularmente esta integracion es una  necesidad
en 4reas como la biologia malecular y la computacion, las cuales tienen un crecimiento muy
importante. Esfo se hace evidente con los sonados resuliados de proyectos como el del "genoma
humano" (Human Genome Project) y fa explosion en la dependencia de las compuiadoras para

casi fodas las 4reas del quehacer humano.

El impresionanie desarrolle de la biologia melecular tiene su origen en avances tecnoldgicos
comp la ufflizacién de la téenica PCR (polymerase chain reaction), los nuevos sscuenciadores
genéticos y tecnologias como 08 microarreglos para lectura de |2 expresién genética a gran
escala (“‘microarrays™. En si mismos, estos avances tecnologicos no representan casi ningin
avance conceplual para esta area, sin embargo generan una gran cantidad de informacion en un
laps¢ de tiempo hasta hace poco impensable. De forma tal, para analizar e integrar toda esta
informacion a una estructura conceptual mas amplia, ha surgido la necesidad de auxiliarse de
herramientas informaticas especializadas, capaces de manejar grandes cantidades de datos en

corto tiempo, flexibles, modulares, expansibles y perfeccicnables.

Mas adn, la modelacion computacienal y no solo el andlisis de estos volumenes de informacién
de los proceses de fa biologia molecular, se situa en esta coyuntura de la biclogia, como un area
estratégica. Casos particularmente promisorios son 1a simulacion de la comunicacion inter- e
infracelular y la regulacién de la expresion genética, dado que estos procesos at nivel dg un

organismo muliicelular, pueden verse como e procesamiento de informacion necesario para



coordinar sus funciones superiores, Anaiogamente, se prestan al estudio a través de modefos
informéticos, las palolegias que se desprenden de los procesos biogquimicos mencionados y a

mediano plazo, el sugerir posibles lerapias

la transduccién de senales celulares es un tema gue ha despertado gran interés en la
comunidad bieinformatica ya que su finalidad de procesar la informacidn que recibe una célula
de su enfomo es muy sugestiva para tratar de explicar mediante modelos informaticos de esta
nueva disciplina. Debido a que Jos resultados experimentales del sistema de la fransduccion de
sefiales celulares han demosirado ser caso especificos, y lo que aplica en una linea celular no
as valido para otra & incluse para la misma bajo diferentes circunstancias, ha side ciare que este
sistema presenta un compertamiento no lineal Esto ha motivado aun mas a fa generacién de
diversos modelos sin que hasta ahora exista ningun consenso ai respecto de como representar

este sistema.

De esta forma existen diversos madelos que intentan explicar fracciones o et comportamiento
globat del sistema de transduccién de sefales. En términos generales se pueden dividir estos
modelos en dos dreas: los basados en computacion numeérica y los basados en paradigmas de la
inteligencia artificial. Los modelos de computacién numérica son una vision tradicional que utiliza
modelos matematicos basados en ecuaciones diferenciales para representar el aspacie cinético
de las proteinas citosolicas que intervienen en la transduccidn de sefiales Estos modelos
pueden verse como una represeniacion determinista de aigunos de los fendmenos fisicos de que

depende la transducsién de sefales celulares.

Los modelos basados en paradigmas de la inteligencia artificial han buscade representar el

comportamienio global del sistema de la {ransduccién de sefiales celulares y por ende sus
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aproximaciones han buscado ser solo descriptivas y generalmente semicuantitativas. Al no estar
basadas en los fendmenos fisicos, o en olros caso no ser cuantitativas, se antofan poce fiables
para la prediccion del comportamiento del sistema original bajo diferentes circunstancias. Su
aportacién dascriptiva se ve limitada debido a que las posibles respuestas que puede emitir gf
sistema no son demasiadas A saber, la quiscencia, proliferacion celular, diferenciacion celular,

apoptosis y generacion de lineas celulares equivocadas ya sean viables (neoplacias) o inviables,

Se ha propuesto ver a estas posibles respuestas celulares como “atractores” celulares a que
puede llegar una célulz dada. Bajo esta visibn, el o los estimulos externos serfan las
perturbaciones que impulsarian el cambio de atractor celular, Esta visidn no debe verse como
determinisia, ya que estos atractores celulares comprenden muy amplios e indeterminados
conjuntos de estados celulares para cada uno de ¢llos. Estos conjuntos de estados implican no
solo la accion de la sefial externa sobre la célula blanco, sino el procesamiento contexto
dependiente que hace una célula dada para lograr su objetivo, 1o cual es caracleristica adicional

a la no linealidad, de Ios sistemas complejos.

Debe tomarse en cuenta qus este objetive ¢ finalidad de ia transduccin de sefiales no es la de
generasle autonomia a la célula, si no por el contrario, el asegurar una correcta adecuacion que
permita la homeostasis a diferentes niveles de arganizacion, come lo serfan los tejidos celulares,
los drganos, los sistemnas y en Gltiima instancia el organismo multicelular a que pertenecen dichas
células. Asi, 1z linea enire lo “determinisia” de un sistema no fineal v la caracteristica proactiva
de un sistema complejo es lo que ha motivade a diverses grupos a buscar representar el
comportamieno de la fransduccién de sefales celulares mediante agentes compuiacionales
Estos uitimos son un paradigma informatica que surgié como una metedologia alternativa para

dar solucidn a sistemas proaciivos.



En el presente trabajc como un primer paso, se profundizé en la informacion sobre las
caracteristicas esenciales de! sistema celular a representar. De esta forma se propong una
divisién conceptual para tratar de diferenciar entre los factores de que depends f sistema y los
fenémenos que emergen de [a inferaccidén de estos factores. Asi, y con miras & generar un
madelo con validez cuantitativa, sg tomaron en cuenta los fendmencs fisicoguimicos de que
depende {a transduccion de sefiales celulares, y los comportamientos bioguimices que emergen

de fa interaccion, en diferenies niveles de los fendmenos fisicoquimicos.

Con una visidn bottom up para fa implementacion da modelos complejos y la conceptualizacion
anterior s@ considerd que el siguiente paso seria el cumplir con fos denominados fenomenos
emergenies observados en cinética enzimatica tradicional. Lo cual presenté fa ventaja de poder
comparar resuliados con datos experimentales como con otros modelos de computacion
numérica y de paradigmas de la inteligencia artificial. Por todo lo anterior se eligi6 la ruta de las
MAPK cinasas que ha sido estudiada bajo diversas perspectivas tetricas como por diversos

estudios experimentales.

Para realizar esto, se partié de una representacion de fa cinética enzimatica a través de madelos
de difusién reaccion, ya que en estos estudios similares se a conciuido que ademas de ser
posible obtener resultados mas aproximados a los dgatos experimentales qué los obtenidos por
metodologias tradicionales, es posible incrementar la complejidad del models con una refativa
faciiidad, lo cual es acorde con la Implementacion tipo Botlom Up v los cbietivos del presente

trabajo



2 INFORMACION GENERAL.

2.1 LA BIOLOG!A MOLECULAR DE LA TRANSDUCCION DE SENALES

Las células en animaies superiores se comunican utilizanda clentos? 1732 de tipos de sefiales bioquimicas;

Proteinas, hormonas, derivados de 4cidos grasos, gases en solucidn como é éxido nitrico y monéxido de

carbono e incluso iones como  CaZ+, M92+.. Estas moléculas contienen gran cantidad de informacicn
codificada en su estructura tridimensional y su distribucion topolégica electrostatica?53. La mayoria de
estas moléculas son secretadas desde la célula emisora via exocitosfs, y pueden actuar como mediadoras
locales {sefiales paracrinas, autécrinas y de sinapsis} o actuar a distancia utilizando el sisterna circutatorio,
en este caso las células emiseras se llaman endocrinas, y las maoléculas secretadas hormonas,

Estas sefiales pueden actuar en muchos millones de combinaciones posiblesi®, Y una célula dada en un
organismo mulficelular, debe responder a esta gigantesca cantidad de estimulos en farma salectiva, primero
de acuerde con el conjunto de recepiores que posee, generalmente proteinas membranales. En sequndo
lugar de acuerdo con la maquinaria infracelufar que posee y gue la programa para integrar e interpretar la
informacion que recibe de su entomo, respondiendo a un conjunto de sefiales diferenciandose, a ofro

conjunto proliferando y a otro llevando a cabo una serie de funciones especificas.

En los animales superiores, la mayoria de las células estan programadas para depender de un conjunto
particular de senales para su sobrevivencial Eslo es, cada grupo de células gue conforman un tejide, estan
restringidas a ciertos "ambientes” dentro del organismao superior, donde deben recibir diferentes senales

para su supervivencia



Cuando alguna(s) células son privadas de ese conjunio de sefiales, activan un programa suicida famade

apoptosis, para evitar mayores dafios en el organismo superior.

2.1.1 MODELOS GENERALES DE LA TRANSDUCCION DE SENALES.

A continuacidn se deacriben brevements los modelos bioquimicos generales que permitan comprender fa
conceptualizacion de 1a transduccidn de sefiales y-os andlisis posteriores. En &l caso de sefales solubles
en medio acuoso, &l punio inicial del sistema de la fransduccién de sefiales son los receptores a nivel de la
membrana celular. En estos casos, se han propuesto’'732 dos modelos generales del sistema de la
transduccion de sefiales; uno de proteinas G ligadas a los receptores y ofro de enzimas ligadas a los

receptores.

2.1.1.1 PROTEINAS G LIGADAS A RECEPTORES

En el modelo de las proteinas G ligadas a los receptores, una moléculs extracelular o ligando, s& une a un
receptor que se enclientra embebido en fa membrana celular. Ganeralmente esios receplores parienecen a
los receptores tipo sempentina de siete pasos transmembranales, ya que estructuralmente son una cadena
polipeptidica que atraviesa la membrana celular en siete ocasionss gue exhiben asas intraceiulares y
extracelulares. Es en estas asas extraceiulares que se lleva a cabo la unidn con e! ligando, lo cual proveca
una serie de cambios conformacionales que le permiten interaccionar con una proteina intermediarz o

transductora llamada proieina G, a través de su region intracelular
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Esta profeina G consiste de tres subunidades; o,y v se encuentra constitutivamanta unida al dominio
intracelutar del receptor. Su nombre se debe a su capacidad de unirse a nucledtidos de guanina, y en su
canformacion inactiva, guanosin difosfato (GDP) se encuentra unido a la subunidad o del frimero Existen
diferentes tipos de subunidades, pero todas las Ge hidrolizan GTP vy lo cada una lo hace en un fiempo
caracteristico, Por lo que los cambios conformacionales del recepior inducen cambios en la subunidad
ot del rimero disminuyendo su afinidad por €l GDP, y asi ocasicnando su liberacién. Como en el citoplasma
fa concentracion del GTP es mucho mayor que la del GDP, rapidamente se une GTP al sitio de unién con
nucledtidos vacante, de la subunidad Gor. Esta unién Go-GTP ocasiona fa disociacion dsl trimero en
subunidades Gy y Go—GTP, vy de esta subunidad Go—GTP de! receptor. De asta forma la subunidad

Ga-GTP libre, se asocia a otra enzima, généricamente llamada efectora activandola.

La enzima efectora usualmente esta localizada en fa membrana v su activacion cambia la conceniracion
intracelular de algdn soluto de bajo peso molecular genéricamente llamado segundo mensajero.  Esta
actividad persiste hasta que la subunidad Ge hidroliza GTP produciendo GDP. Asi, llegado el momento, la
subunidad Ga-GDP se disccia de la enzima efectora cosando la actividad de la misma y se reasocia con
algan dimero Gy libre, regenerando un trimero inactivo. Este trimero inactive es capaz de reasociarse con
algln receptor transmembranal fipo serpentin de siete pasos, restableciendo las condicicnes iniciales

cerrande un ciclo.



El sistema de la adenilato ciclasa, es una ruta muy comin que utifiza este modelo general™ 1732, En este
caso la adenilato ciclasa es la enzima sfectora que es activada por Go-GTP Como la adenilato ciclasa
cataliza la conversion de ATP-Mg a AMPc, este ullimo actla como un segundo mensajero. Esio es, el

AMPc transmite el mensaje del ligando extracelular (el primer mensajero), al interior de la célula.

El AMPe activa a ia protein cinasa A (PKA) En su estado inactivo esta enzima esta consfituida por dos
subunidades reguladeras que mantienen inactivas a dos subunidades cataliticas. Para que las subunidades
cataliticas sean liberadas es necesario que se unan dos moléculas de cAMP a cada subunidad reguladora.
De tal forma, estas subunidades de la PKA liberadas{ver fig. 1), fosforilan a ofras cinasas citoplasmaticas o
membranales, cambiando sus actividades produciendo respuestas da corto plazo en el camportamiento de
la célufa. Adicionalmente a las respuestas de corio plazo, la activacion de la PKA puede mediar ofectos
crénicos cuando una fraccion del total de subunidades cataliticas activadas enfra en el niicleo y fosforilan
factores de transcripcidn. Esto sucede en 'a activacion de la proleina de unidn a CRE (elemento de
respuesta para AMPc en ADN) cenccida como CREB por sus sigias en inglés, por esta via, se da la sintesis

de nuevas proteinas32



‘eceptor ransmembranal  Adenilalo ciclasa

A A AN N

Fig 1) En esta figura se puade apreciar la secuencia; a} desde ef recaptor activado se libera y disocia una proteina G activada b) Una enzima
efectora, la adeniialo ciclasa, es activada por fa subunidad Go—GTP, con lo cual se incrementa la concentracion de AMPc en ef cliaplasma c)
£t AMPc se une alas subunidades reguladeras ( R ) de la PKA liberande las subunidades calafficas { C) D) Una fraceion de las subunidades
C activadas entra al nlcleo y acliva via fosforifacian & CREB e) CREB activado se une a su secuencia blanco CRF, en todos los genes que fa

contengan, activando su transeripeidn (modificada de “GENES VI 62 Edition Oxtord Universily Press)

Otra ruta que utifiza el sistema de las proteinas G acopladas a la sefializacion, es |2 del fosfatidif inositol'17.
Analogo a o descrifo para el modelo general, un ligando se une a un receptor tipo serpentin de siete pasos
transmembranales y activa a una proteina G La subunidad liberada Gor activa a una enzima efectora
Fosfolipasa C beta (PLC) a nivel de membrana. Esta enzima cataliza el rompimiento de un fesfolipido de

membrana, el fosfatidilinositel 4,5 bifosfato, hacia inosital trifosfato {IPa) v diacil glicercl; de forma que, esta

ruta da como resultade la produccion de dos mensajeros intracelulares,
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El iPg soluble actia liberando calcio de sus contenadores (en reticulo endaplasmico), o que permite la

activacién de algunas enzimas y de otros procesos celulares que requieren de calcio. El diacil glicerol, junto
con et fosfolipido membranal fosfatidilserina, asi como un incremento de calcio intracelular, activan a la
enzima protein cinasa G (PKC), que es dependiente de ambos. Similar a PKA, PKC tiene efectos tanto
grénicos como agudos. La PKC fosforila tanto proteinas membranales como citoplasmalicas para lievar a
cabo cambios agudas en fa actividad celular, y puede también fosforilar factores de transcripcion para
producit cambios crénicos en las proteinas expresadas en la célula Aunque ambas PKC y PKA son
capaces de fosforilar residuos de serina y de freonina (serinftrecnin cinasas), las secuencias de
aminoécidos que reconocen en sus substratos difieren. Por lo gue PKA y PKC reconocen vy fostorilan

diferentes series de substratos que algunas veces se traslapan 17

2.1.1.2 ENZIMAS LIGADAS A RECEPTORES.

El modelo de las enzimas ligadas a los receptores es otro modelo!-1732 general de receptores membranales.
En este modelo el receptor, la regidn transmembranal, y la enzima efectora son dominios separados de lz
misma proteina. Existen muchas variaciones de este modalo y en muchos casos la union del ligando con el
receptor causa la dimerizacion de! mismo, como en los receptores para factor de crecimiento epidémico
(EGFR) y de adhesion plaquetaria {PFDGFR). En otros, coma el receptor de insulina. los receptorss se
ancuentran dimerizados aun en ausencia del ligando. En ambas situaciones, la unién del ligando -on el
receptor acliva a la regidn catalitica (efectora) del recepior localizada en la cara intracelular 2 Ie

membrana.

TRSIS CON
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En ofras variantes la enzima efeciora es una proteina separada de la proteina extracelular de unién al
ligando, pero ambas se encuentran fuertemente asociadas en la regidn intraceldar. Los cambios
cenformacicnales que se producen por la unién del ligando-receptor son llevados a cabo en ausencia de
proteinas da unidn-transduccitn, tales como las proteinas G descritas anteriormente. Estos cambios activan
a la proteina efectora Y como el efector se encuentra inmovilizado en la cara intema de la membrana
celular, es posible que se desarrollen cascadas muy elaboradas como las de fas MAPKs (milogen activated

protein kinases) para llevar mensajes desde la superficie celular hasta el nucleo®ss

La ruta mas estudiada que utiliza este modelo de sefializacion, de enzima unida al receptor, es la de los
receplores relacionados con las proteinas cinasas de tirosina. La unidn del ligando con la region
extracelular det receptor activa la enzima (o su equivafente en el receptor misme) efectora cinasa de
firosina, en la cara intracelular de la membrana. Esta reqion efectora con actividad de cinasa de tirosina, se

autofosforila y fosforila a ctras proteinas substrato en un residuc de tirosina. Como existe un dominio SH,

(su rombre proviene de homologia con la proteina Sre “proto-oncogene tyrasine-protein kinase si¢”) en
multiples proteinas citoplasmaticas como la cinasa de ia misma tirosina Src, la proteinas de intercambio
Grb2 {Growth Factor Receptor-Bound protein 2) y SOS (Son of Seveniess protein homalog), la proteina
activadora de la accién cinasa de Ras {Ras-GAP), la cinasa del fosfatidil inositel (KPl) , Tosfolipasa €
gama (PLCy) etc, y estd especializado en la interaccidn con tirosina fesforilada, por lo que el receptor

autofosforilade sirve como un sitio de unin para proteinas que contengan este dominio SH, Esta
interaccion da coma resultado la fosforilacion de diversas proteinas que centienen ef dominio SH,, a través

de la actividad catafitica del receptor, como cinasa de #rosina.
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Adicionalmente, aigunas proteinas que contienen este dominio, también son activadas por el recepiar sin
ser fosforiladas, esio se logra a través de cambios conformagionales debidos a la interaccion con el residuo
firosina fosforilado dal receptor. Un ejemplo es la proteina adaptadora Grb2, donde los cambios

conformacionales que se dan en Grb2 por fa interaccian de sus dominios SHa con el receptor, facilitan su

inferaccidn con la proteina de intercambio; S0S. S0OS pasa la senal de activacién a la oncoproteina
monomérica; Ras {ver fig.2). Esla es una proteina débilmenie asociada a la membrana que presenta
actividad de GTPasa analoga a la de las subunidades ct de las proteinas G. La activacion dé Ras causa

que libere GDP y se una a GTP, y s& mantenga activa en tanto que no actiie hidrolizando el GTP a GDP

La proteina de intercambio SOS también sirve como un activador de fa funcién hidrolitica de proteinas G
{GAP, GTPase-activaling protein), tal que SOS no sole actifa aclivande a Has transmitiendole la sefial de
activacion, sino que también actla acelerando Ia inactivacion de Ras estimulando su accién de hidrolisis de
GTP. Ras activado, a su vez activa a la oncoproteina Raf-1, una serinftreonin cinasa conocida como
MAPKKK. Raf-1 fosforila y activa a MEK, también conocida como MAPKK, la cual es una cinasa con una
actividad dual {serin/ treonin) que activa a la cinasa ERK conocida como MAPK 2 través de la fosforilacion
en residuos de freonina v de tirosina. Esta ultima cinasa, perteneciente a la familia de las MAPKs, esuna

serin ftreonin cinasa que puede fosiorifar proteinas citoplasmaticas como la fosfolipasa A {PLA,) u clras

proteinas como S6 (56 es principal substrate de fas cinasas en los ribosocmas eucarionticos), asi como

factores de transcripcion como ATF2 (aetivating transcription factor 2) ¥ ¢-Fos (su nombre se deriva del

virug para Osteosarcoma descubierto por Finkel) De tal forma que esta cascada de enzimas transcriben un

mensaje a nivel de la union de un ligando extracelular en un campio en 13 actividad bioldgica intracelufar

TeslS CON
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8 e e Lt
Fig. ) En esta figusa se poede aprociar s acivecién secuenvial emplead por s uta de Ia ancaproedna Res y s cirasas conocklas como
MAPKS {cinasas activadas en mitsis). Dende A) un figando exiracelular se une a un receplor B) of receplor se dime:dza, y se-auiclosinla en
Y fegtidn mMMar, causando fa unién Gon proteinas con & dominio SHz como fa prateina edaptadora Grb2 activandola, C) Gib2 acliva ala
oncopmteina Ras viz ta proteina de infercamble 503, D) se da una castada de acltivacionas de jas protein citasas conocidas come MAPKs,
Ras activa a Raf, Raf acfiva a Mek, ¥ Mek wliva a Erc £) 1a cinasa Erk se introduce & nicleo donde activa via fosforilacitn, & factores de

transcripcion que modifican la expresion de certos genes. (modificada de [12)

La ruta de transduccion de Sefidles de JAK-STAT {Janus kinasef signal Tansducers and aciivators' of
transcription) presenta una variacion al modeio de la enzima figado a receptor, en esta ruta 1a proteina
recepter y I3 enzima efectora 70 son k2 misma proteina. Bl nombre de cinasas JAK se debe a que en cada

moléetla se enttientran dos dominios cataliticos.

TS GOV
FALLA DE ORIGEN
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En esta familia de cinasas (JAK 1,2,3, stc) cada una de ellas se encuentra fuerlemente asociada a nivel de
membrana con algun receptor especifico para alguna citocina. La unién del ligando con ef receptor activa la
funcién de cinasa de tirosina de la enzima JAK que se encuentra fuertemente asociada al receptor. Las

proteinas STAT se asocian con la JAK autofosforilada a través de sus dominios SHp v pasan a ser

fosforiladas en residuos de tirosina. Las proteinas STAT fosforiladas en firosinas se disocian de las JAK, y

forman dimeros con otras STAT via la interaccion de sus dominios SHp y sus fosfotirosinas. Los dimeros

de las STAT se traslocan al niicleo donde actiian come factores de trangcripeién. Por su parte las proteinas
Jak activadas pueden adicionalmente interactuar con la proteina de intercambio She, por lo tanto activar la

via de tas MAPK's cinasas.

La ruta de la guanilaio ciclasa (enzima que cataliza la conversion de GTP a GMPc} también utiliza el
modelo general de la enzima ligada al receplor. En este sistema la union del figande con la porcion
extracelular del receptor, inicia la actividad de la enzima efectora, guanilaio ciclasa, en la cara citoplasmica
de la membrana. La guanilato ciclasa convierte GTP a GMPc y este puede activar enzimas dependientes de
&l mismo, como las cinasa y fosfodiesterasa dependientes de GMPc. Como sea, el sistema de la guanilato
ciclasa introduce ofro concepto en 1a transduccitn de sefales. Adicionalmente a la forma ascciada al
receptor antes descrita, la guanilato ciclasa existe como una forma citoplasmética soluble, y es capaz de
transducir algun mensaje provenienie de moléculas gaseosas disuslias, NO y CO. Ambas molécutas
tambien son liposolubles, de tal forma que difunden a través de la membrana celular de las células blanco,
se unen al grupo hemo de la guanilato cictasa, y la activan Y asi como ia forma activada via unidn al

receptor membranal, la guanilato ciclasa soluble convierte GTP en GMPc
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2.1.2 REDES PROTEICAS.

De los modelos generales descritos anteriommiente, se desprende que existen muchas rutas de sehalizacion
en cualquier célula y que en varios casos comparten una estructura funcional similar. 1732 Estas rutas
llevan a cabo uﬁ procesamiento de informacion en miltiples etapas y lo descrito en las secciones anteriores
es valido para ruias aisladas y sirve para establecer los patrones basicos del proceso de senalizacién, Sin
embargo ahora se sabe que adicionalmente, en fa célula existen muchos factores que complican la relativa
linealidad de estos modelos. Experimentalmente se han demostrado miltiples entrecruzamientos entre

rutas diferentes de transduccion de sefiales y en sus diferantes nivetes funcionales o topotogicos.

Los modelos multi-pasos parecieran ser complicados e innecesarios para activar a sus correspondientes
proteinas G. En et modelo de enzimas ligadas a receptores, para activacién de Ras (ver fig. 3) las dos
interacciones criticas son fas mediadas por los dominios SH; de fos ligandos con el receptor y la mediada
por el dominio SHs con el efector SOS. El efecte neto es el gran incremento focal en la concentracién de
SOS3 en fa vecindad de su substrato, Ras. Esta secuencia de eventos para activar a Ras pareciera ser un
método rudimentario, seria mucho mas eficiente que el receptor una vez activado, directamente activase a
Ras o que S0OS tuviese su propic dominio SH: y de esta forma se eliminarian intermediarios, en este caso

Grb2.
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Figuma 3. En oot fiqura o2 pitesina 1) L de los secuencios de evenios posibles para fa activacion de la ruta ge ias MAPKS cinasas viala
ancaprotelna Has, alun recepior aclivada s& encusnira awtofosiorlado en su 1©gion tema en un aminndcide rmsing, b) 1a profeina She
intereccions cott &f receplor via sy dominio Sha v este la fosforia en un amineérido timsina ¢} la proteina adepladora G2 a fravés de su
domimic She hteracciona con ke fosfotirosina de & proteina She yam&&wmsmmmanﬁemw 808,
dj 505 inferacciona con | oncoproleing Ras sctivéndela. 2‘]. Asf mismo, equi se puede apreciar 1a formacin de complejos mu‘bpmtélcus a
travis de combinacianes de proteinas con dominies SHay SHa 3%)Adicionaimente se puede apretiar una refroaimentacion en ka activacién de

ia profein cinasa MEK. por fa tamibien cinasa MAPK,

Sin embarge, es un eprar &f considerar al co.mp{e%o Recepior {(EGF a PDGF}-adaptador (Grb2)¥pmteina de
interéambio{SQ8)-proteina G{Ras)} como una ruta aisteda y lineal. £ agrégado multiprotéico que surge
(emerge, desde el punto de vista de tecria de la complejidad, ver mas adelante) provee de una veniaja
significativa al sistema de la Iransduccidn de sefigles; posibles combinaciones protéicas que generan

puntos de ramificacion de la sefial 0 integracion de estimulos.
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Asi, como primer punto para que se den combinaciones protéicas, esta la regién intera det receplor gue
contiene miitiples sitios autofoforilados®2. Los sitios de fosfotirosinas de los receptores puedan interaccionar
y aglomerar a diversas profeinas con el dominio SH,, pero debido a impedimentos estéricos estas van a
competir por la unién de acuerdo con sus afinidades y concentracién local. De tal forma que es posible que

se den diferentes combinaciones de agregados mulliprotéicos

Por otro lado, desde el punto de vista de Ia eficiencia a nivel genético, uno de los mecanismos empleados
para la transduccion de sefiales es la posibilidad de generar combinaciones protéicas, lo cual explica que
el nimero de productos de los genes involucrados en la transduccion no sea ilimitado, ya que ro existe un
gen para cada sefial en cada célula. El ciimulo de informacién actual sugiere gue muchos tipes de sefiales
extracelulares son fransducidas por un ndmero refativamenie reducido de enzimas, incluidas fas tirosin
cinasas , proteinas G y serin treonin cinasas, v que la especificidad de la sefial surge entre otros

mecanismos, del ensamblado de los complejos multiproteicos que involucran a sstas proteinas.

Al respecto de lo que sucede en la region citoplasmatica de diversas lineas celulares eucarionticas, las
protein cinasas encargadas de fa transduccion de la sefal, generalmente son serin-treonin- cinasas®,
presentan convergencias (ver fig 3). Como en el caso de MEK activada tanto por la protein cinasa Raf
como per la cinasa MEKKS en diferentes organismos como Schizosaccharomoyces pombe y cerevisiae,
Caenorhabditis elegans, Drosophila melanogaster, Xenopus, etc 10 {Cabe notar que estas estructuras son
gvoiutivamente conservadas entre diferentes aespecies.) Formalmente Raf vy MEKKS proveen de funciones
analogas en rutas paralelas®1® Asi mismo, en ia region citoplasmatica se presentan divergencias {ver fig
3}, un caso @s el de ia cinasa ERK, que una vez activada es capaz de entrar al nucleo e interactuar para

activar a los factores de transcripcion como c-Myc y Elk-1.10
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SENAL EXTRACELULAR
(Factores de crecimientofradiacién L.V /ausencia de sueto}

1er, nivel

Eventos en
citoesqueleto

DESTINO CELULAR
{creciemiento/diferenciacion/apoptaosis)

I

T e

Fig. 4) En esta ¥igura se aprecian verticalmente secuencias de activacion de pretein cinasas en cuatro pasos, y horizontalmente sg observa que
existen elefmentos funcionalmente equivalentes a uno de esos pasos en diferentes ruias Adicionaimente, se observa como existen

enfracruzamientos entre fas diferentes nutas, lo gue da como resultado una Aed Protéica de aclivacion {modicada de [10])

Surge asi un panorama de rutas parafelas de transduccion de la sefial con una estructura secuencial similar
donde existe una correspondencia funcional entre elementos de una y elementos de otra, y donde exisien
multiples interacciones y entrecruzamientos entre las mismas. Por o que mas que una serig de rutas
aisladas, existe una red de proteinas (ver fig. 4}, aue puede presentar retroalimentaciones (ver figura 3 },
orden temporal de eventos tanto para el ensamblado de complejos multiprotéicos come para la activacidn
secuencial de cinasas citoplasmicas, estructura espacial a nivel de topologia celular (locafizaciones en

membrana via receptores, o en citcesgueleto via dominios SH3) asi como combinacion de elementos via

TS CON
| pALLA DE ORIGEN
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formacion de diverses agregados multiprotéicos.
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Adicionaimente, hasta ahora poco se sabe de las cascadas de inactivacion que sin embargo son pante de la

dinarnica de estas redes.

2.1.2.2 RESPUESTAS NO LINEALES

Apoyando el esguema anterior de mitliiples combinaciones, se presentan las siguientes evidencias. Se ha
observado que un ligande frecuentemente tiene diferentes efectos en diferentes células blanco y fa
diferencia en los receptoras no €3 la tnica explicacion para este comportamiento ya gue en ofros casos, a
pesar de contar con el mismo recaptor, una misma molécula tiene efectos disimiles en diferentes céluias®
Lo cual refleja diferencias en la maguinaria intema a la cual los receptores estin acoplados. Tal es el caso
del neurotransmisor acstilcoling, el cual induce la contraccion en las células de misculo esquelético per

decrece ka velocidad e intensidad de las contracciones en las células de misculo cardiaco’s2,

Otro caso es donde diferentes hormonas que se unen a sus respectivos receptores, que estan acoplados a
fa misma maquinaria de procesamiento, en el mismo tipo celular provocan raspuestas muy diferentes,
legande a ser incluso opuestas. Un caso de respuestas disimiles es el que presentan las céfulas PC12,
(neuronas de raién) que cuzndo son estimuladas por EGF (Epidermal Growth Factor) sé induce su
profiferacion, sin embargo cuando se une el ligando NGF (Neurite Growth Factor) a su receptor se induce

su diferenciacion®?,
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Como los mencionados anteriormente, existen varios de estudios experimentales que muestran que la
respuesta de una linea celular en ciertas circunstancias es diferente para ofra linea celular, o puede ser

diferente para la misma célula bajo condiciones distintas.46.10:12:13,14,18.24,30.48 55

De tal forma, se ha establecido que el procesamiento de la sefial {0 sefales) que realizan las células en su
interior para emilir una respuesta, es especializado para cada finea celular, altamente regulado, seguro (a
prueba de errores), y adaptable frente a diferentes ambientes celulares. Por o anterior, resulta muy dificil
hacer correlaciones estimulo - respuesta senciltag, y no debe verse al sistema no solo como una simple

serie de activaciones concatenadas.

Por Io tanto, mas que analizar casos particulares de transduceion de sefiales en diferentes lineas celulares,
se requiere encontrar una respuesta logica para el comportamiento general de cualquier sistema celular,
que se entiende como un sistema complejo No Jineal Esto es, en un sisterma biunivoco a un estimulo
corresponde solo una respuesta, pero en este case al dominio le corresponden més de un elemento en &l

codominio. Donde el procesamiento de la informacion se fealiza en paralelo via diversos mecanismos

31,33,3452
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2.1.3 BASES FISICOQUIMICAS DE LA TRANSDUCCION DE SENALES

Tanto a nivel de sefales (ligandos) y receptores como al de los elementos gue componen la maquinaria
inferna de procesamiento, {generalmente protein cinasas) {as posibilidades de interaccion estan dictadas
por la naturaleza fisicoguimica de estos componentes. Debe existir complementariedad estructural entre las
supefficies de contacto para poderse acoplar, asf como complementariedad elecirostdtica. Ambas
complementariedades repercuten en la afinidad y especificidad de la interaccion2227.35_ Evolutivamente, se
han preferenciado aquellas interacciones que fienden a proveer de ventajas al organismg multicelular,

inferaccionas que por sus consecuencias sea les llama especificassas,

Asimismo, algunas moléculas pueden formar estructuras multimoleculares especializadas®%, que estan
“disefiadas" para intervenir en el proceso de la fransduccidn de sefiales, como lo serian las proteinas
receptoras transmembranales y sus ligandos. O bien el conjunto de holoenzima, apoenzima, cofactor, grupo
prosiética, complejo requerido para la activacidn de una enzima. Y en general lodos los complejos multi-
molecularas que "adquieren” propiedades nuevas, como la adifividad 38535 qua representa la creacion de
alguna nueva superficie de contacto que parmite interactuar con un tercer elemanto, el cual no es capaz de

interaccionar con ninguno de los dos componentes iniciales por separado.

El sistema de transduccién de sefiales tiene muchos grados de fibertad Sin embargo, la transferencia de
informacion se realiza preferencialmente a través de alteraciones quimicas como la fosforilacion de residuos
de aminoAcidos expuestos en la superficie de las proteinas?23! Estas fosforilaciones incrementan la
complementariedad fanto topologica como elecirostatica de las supericies de interaccidén entre dos

proteinas.
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Anafiticaments, se incrementa la afinidad entre estos slementos del sistema de transduccion de sefales. Lo
que en (ltima instancia lleva a la activacion de las proteinas involucradas en la fransmision vy

procesamiento de la sefial que generalmente son enzimas alostéricas.

Fisicoquimicamente se puede ver la naturaleza del sistema de fransduccion de sefiales celulares, como una
serie de proceses estocasticos mediados por difusién, de reconecimiento por complementariedad, e
interaccion con formacion de complejos y transformacion de las moléculas involucradas via fosforilacion, las
cuales contienen y transmiten gran cantidad de informacion en su estructura tridimensicnat y topologia

electrostatica. Y estan acoplados de tal forma, que globalmente se ebtiena una gran precision

Por otra parte, basandose en la tecria de la informacion el sistema de la transduccion de sefales podria
sintetizarse de la siquiente forma: Existe una sefial que conlleva un mensaje a través de un cddigo
fisicoquirnico.. Esto implica debe existir un recepior para la sefial en.las céfulas blanco y un sistema para
interpretar y procesar tanto el mensaje codificado que contiens la sefial, como para monitorear e integrar el

estado actual de la célula para slaborar una respuesta adecuada al mensaje recibido.
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2.1.3.2 DIFUSION REACCION

Se considerd imporiante para sustentar los conceplos anteriores, los descrilos en los resultados y la
metodologia empleada, realizar una revisién de algunos aspectos y modelos gue se han estudiado y
propuesto para representar este macanismo de interaccion molecular, a través del cual se reafiza la

fransmision de sefiales.

El limite para la interaccién entre dos particulas que siguen una difusidn Browniana, calculado por
Smoluchowski, es de 7x10° M1s! y los ordenes de asociacion bimolecular ente dos proteinas estan ef
rango entre 0.5-5x108M-s!, lo que resulta un valor muy superior al esperado si se toma en cuanta que la
asociacion proteica requiere de una alineacidn entre las dos superficies de contacto con una desviacién no
mayor a 2A, un simple célculo geométrico daria un valor seis ordenes de magnitud inferior al limite de

Smoluchowski.

Por ofre fado, muchas asociaciones proteicas ocurren a velocidades muy inferiores, lo cual sin duda refleja
barreras energéticas que se deben vencer para su asociacion. Asimismo existen diversos casos de
asociacidn entre dos proteinas con valores muy elevades, como la dimerizacién de la insufina (ke=108M-1s-
) o la asociacién del citocromo ¢ con oftros componentes a velocidades cercanas al limite ds
Smoluchowski (107 109), lo cual es atribuido a elevadas fuerzas de atraccidn Coulombicas que favorecen

[a interaccidn.
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Un trabajo tedrico con algunos aspectos de lo anteriormente descrito, fue desarroliado por Donald L.
Ermark y JA. Mc.Cammon guienes a su vez, en 1978 basandose en los trabajos de Einstein de 1905
{“Investigations on the Theory of Brownian Movement’), de M.V. Smoluchowbsky en 1815 y 66, de P.
Langavin en 1908, de A.D. Fokker en 1913 y 14 y los de M. Plank de 1917 al respecio det movimiento
Browniano, desarroliaron modelos matematicos que describia las trayeciorias desarrolladas por particulas
estéricas (mondmeros, dimeros y trimeros) interactuando con un medio de disolucion (fuerzas de friccion
que disminuyen la enargia cinética de las particulas y fuerzas aleatorias de colisidn con las moléculas del

solvente) asi como fugrzas electrostaticas, gravitacionales y de moméntum intrapasticulas:

G o
Fo=pl+Y, Eng—immf(m (1)

o)

L AL+
dr r
Donds r; es &l vecter de posicion, {6s el tismpo, Fres la sumatoria de las fuerzas de interaccion externas ¢
interparticulas en la direccidn iy Dy es el tensor {vector de orden superior) de interaccion con el soivents,

gue en [a mayoria de los casos se emplea el desarrollado por Oseen:

Con i,j diferentes particulas, T la temperatura absoluta y vy la viscosidad del sotvente.
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Estos autores realizaron simulaciones computacionales con estos modelos matematicos, concluyends que
la interaccion con el medio podria influir profundamente en los encuentros intraparticulas, pero que era
posible realizar simulaciones de dinamica Browniana sin la necesidad de una descripcion detallada de las
moléculas de soluto o solvente, bastando con reprasentar a los solutos como cuerpos esféricos rigidos y a

los solventes como liquidos viscosos (Newtonianos).

En la misma linea, Nortrup S. presentd en 1984 un extenso trabajo que ha sido muy dfit para caleular las
constantes de reaccion bimolecular basadas en difusion En este trabajo analizé las probabilidades pam
que dos particutas con caracteristicas similares a una enzima y su sustrato colisionasen en forma efectiva,
Esto es, dando como resultado que reaccionen. Para esto consides0 una distancia { r } de separacitn entre
ambas particulas desde la cual fuese costeable calcular esa probabifidad de colision efectiva baséndase

en las probabilidades siguientes:

Probabilidad de colisién entre ambas particulas § basada en [a difusion Browniana (1)
Efectividad para una colision de orientacién adecuada pero dependiente 1a energia cinética o
Probahilidad de una segunda colisién después de una primera no efectiva A

Dando cemo resultado:

Kn(b)[—ﬁ—:‘a
1-(1-5)Q

— ﬁ ~ }
[ YT ﬁ)g}(l A)Ji»

k= -
-0 D.’){A +
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Siendo k la constante d& reaccion, Kp la constante (probabilistica) de encuentro para las dos particulas

separadas por el radio {r = b), Q Ia probabilidad ds difusion asociada con ef retomo de una particula que
se alzja def radio ¢ = b, al mismo.

Calculéndose ambas por.

-1
oo 5/
U kT
kofb)=| [ ar M )
b 47 ,°D(r)
o_ Tdr!iexp[U(zr)/ka]J 5)
g | A7y D)

Siendo U la energia potencial promedio de interaccidn entre las particulas, k, la constanie de Boltzman, T

ia temperatura absoluta y D el tensor de difusién sin interacciones hidrodindmicas, tal que:

D= kT [ emma (6)

Siendo 1 fa viscosidad ded solvente, ¢ una constante entre 4 y 6, y "a" el radic de la particula

Cuedando por calcutar {via simulaciones de movimiento Browniano) a la probabilidad 3, para lo cual utilizé

una aproximacion de la ecuacién (1).

v 2Nt

0o 00
fl:iﬁ*kb} (DQFIWDI'EFJ)‘{_Ri_RZ (7)



27

Dande r, denoia el vector de posicidn antes y después del desplazamiento Browniano, At es el incremento
en ef tiempo para el que se calcula el desptazamiento, Dj es el tensor de difusion refativa entre las dos
particulas y Fn &5 la fuerza ejescida sobre cada particula por su contraparte y R, son vectores de nlmeros

de distribucién Gaussiana que cumplen con:

<Ri»=0

<RiRp> = 2D%A¢ (8

Donde Do esta referido para las condiciones iniciales (1%). At s lo suficientemente pequefio para que los
desplazamientos sean suficientemente pequefios para captar la variacion de las fuerzas que aplican en
funcidn de la separacidn entre la particulas las fuerzas de interaccién. De esla forma R, representan el
tesplazamiento estocastico de las particulas debido a colisiones con el medio.

Asi mismo utilizd una mejor descripecion del fensor de Oseen {2) tal que .

Dq;koT{ﬁl-j;?aI +(l7&} BNk l+ r:?j ‘! @

(Donde & es el incremento Kronecker) para considerar tantc interacciones hidrodinamicas con el medio,
fuerzas asimétricas de interaccion coulorbica {cuando se requiere de un angulo de aproximacion para que

esta fuerza exista) como la rotacion asociada a cada particula.
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Con todo lo anterior pudo realizar simuaciones que permitiesen caleular B y por lo tanio, a K bajo diversos
escenarics que significaron diferentes niveles de detalle para la descripcion del sistema. De esta forma
encontrd que al incluir las fuerzas de interaccion coulombica se incrementaba 7 veces la constante de
reaccion k, y el incluir la interaccién con el medic, disminuia en apenas un 6% (contra un 30% en caso de
no incluir inferacciones coulombicas). De esta forma, encontrd que las interacciones coulombicas junto con
el efecto rotacional, practicamente anulan la anisofropia (orientacion de la colision) reguerida para que en

un esquema enzima sustrato, tenga lugar la reaccion sitio activo - sustrato

Esta metodologia continud siendo (tit para calcular constantes de reaccion bimolecutar y fue utilizada por
el mismo para explicar en 1992 los relativamente elevados ordenes de reaccion para el caso formacion de
dimeros o la unién antigenc-anticuarpo, donde es muy importante la correcta orientacion de las superficies
de interaccion ente las proteinas, ya que solo es pemmilida una desviacién de 2A, y donde un analisis de
probabiliad basade en la geometria requerida para la reaccién seria mas de dos ordenes de magnitud por

debajo dal experimentalmente obsevado,

De taf forma, para este caso el autor propuse que &l proceso de formacion de una interfaz de interaccion

entre dos proteinas es un proceso que seé lleva a cabo en multiples pasos donde:

a) La probabilidad para un encuentro inicial entre las mismas depende unicamente de la difusion
Browniana, la cuat es mediada por la interaccion con el disolvente, permitisndo que las dos proteinas
caigar: en lo que define como una “trampa acuosa” en la vecindad de una respecto de la ctra, en
gonde existe mayor probabilidad de una segunda colision { A y £ elevadas) & la probabilidag de

alejarse mutuamente. Siendo esie un efecto puraments difusivo.
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b} Acto seguido se llevan a cabo una serie de colisiones entre las dos proleinas, (en promedio 9), que
permiten la recrientacion de las mismas para que se lleve a cabo su corracto alineamiento y empalme.
Este segundo proceso, se ve exponencialmente facilitado en caso de existir fuerzas de Coulombicas
que induzcan a una complementariedad electrostatica. En caso contrario, o que se favorece es la
probabilidad de que ambas proteinas se alejen quedande fuera del radio de mayor probabilidad de

interaccion.

Bajo este madelo es capaz de explicar los elevades ordenes de interacciones proteicas (2X108M-151)

En fa metodologia antes descrita para calcular a k es muy importante notar que se trata del calculo de
diversas variables probabilisticas como B o A Q@ asi como Ryy Kg. Por ko que en Jitima instancia este es
un modelo estocAstico. Esta aproximacion que histéricamente ha probade ser muy Glil, esta basada en la
ropresentacion de la probabilidad conjunta de los diferentes fendmenos fisicos de los cuales depende el
proceso global de difusidn reaccion. Esto ha defade la puerla abieda a diferentes representaciones del

sistema de difusion reaccion mediante modelos estocasticos.

Como ejemplo de otros modelos basados en los anteriores, pueden citarse fos trabajos de Sangtae y
Huber, quienes en 1996 desarroflaron una simplificacién de esta metodologia como el fijar los gjes de
coordenadas en una de las dos particulas, la cual se considera inmdvil, y duplicando la velccidad de
difusioén para la otra particuta, con lo cual pudisron reproducir los resuttades de los modelos de Northrup

pero con un ahorro considerable de tiempo de calculo en fa simulacién
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Asi mismo, los buenos resultados obtenidos a partir de fas simplificacionss incluidas en los modeios
analiticos anteriores, dieron pie al desarrollo de mogelos basados en aproximaciones estadisticas mas que
en ecuaciones deterministas. De tal forma, empleando el métede Monte Carlo, se fueron desarroliando los
trabajos de Saxton (1989,1992,1993 1994) acerca de la difusién de particulas en un medio de dos
dimensiones con obstaculos. El trabajo de Dwyer y Bloomfield{1993) acerca de la difusion en medios de
alta concentracion de DNA y proteinas. Ast como el de E-Kareh y colaboradoras (1993}, quienes también
emplearon el Método Monte Carlo para realizar simulaciones de fa difusién de anticuerpos a través de un

tejido.

Sin embargo, fue en 1995 que Busthner y colaboradores lograron reproducir y analizar un sisterna de
difusién-reaccion empleando el Método de Monte Carlo. En su estudio analizaron las implicaciones de
diversas configuraciones fopolégicas de particulas relativamente grandes y casi inméviles que
reaccionaban con ofras particulas con un mucho mayor grado de movilidad (caso que sugieren anéloge en
la transduccion de sefales, al de las proteinas G interactvando con proteinas membranales) y
considerando los dos diferentes tipos de reaccidn: las limitadas por la difusion y las limitadas por fa

reaccién (energéticamente)

Para llsvar a cabo esto emplearon un espacio cuadrangular con 1000 nodos por lado donde colocaron en
diferentes configuraciones estructuralss, las particulas grandes e inmoviles. Las particuias pequéﬁas ¥
difusibles presentaron un movimiento aleatoric en el espacic bidimensicnal gracias a la utilizacién de
Méiodo de Monte Carlo para generar los rumeros aleatorios gue alimentaban una funcion og

desplazamiento.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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Como aporiaciones de este trabajo estin el que las reacciones Jimitadas por fa difusion presentan
gradientes de concentracion y por lo tanto son heterogéneas y que en estos casos se deben tomar en
cuenta tanio las caracteristicas estructurales como cinéficas del sistema. Asi mismo, la demostracidn de
que estos modelos estocasticos de simulacién reaccion en dos dimer;siones, son muy (tiles para

representar fendmenos topeldgicos que de otra forma son muy dificiles de incluir.

Por otro lado, en 2000 Wurthner presenta un modelo basado en una técnica de inteligencia artificial
conocida como auvtdmatas celulares para realizar simulaciones de difusion reaccion en dos dimensiones,
para un sisiema de ransduccion de sefiales celulares tipo sequndo mensajero. El modslo se implementa y
se compara con datos expenimentales en células Leydig de raton, obtenidos por su mismo grupo de

trabajo.

Para este modelo, la difusién es representada sobre una reticula de 240 por 340 espacios (pixeles). En
esta reticula cada espacio pueds contensr a una entidad quimica {representada por un pixel), y esta
puede difundir y cambiar sus propiedades basandose en una serie de reglas pre codificadas ﬁue le
permiten & la particula "percibir su entomo” & ir reaccionando en el franscurso del fismpo. Lo anterior es
acorde con el comportamiento clasico de los autdmatas celulares De esta forma, ef continuo recuento de
las entidades quimicas en sus diferentes estados, representa las concentracionas de las diversas especies

quimicas a través del tiempo

Por cuestiones de disefio y econemia de céleuio, Iz aplicacidn y lectura de Ias reglas se realiza para
arreglos cuadranguiares de dos por dos pixeles. El conjunto de posibles areglos esta determinado por el

tamano del arregic asi como por ¢l numere de estados que pusde fomar cada entidad quimica (pixsl).
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Para el caso def modelo desamollado por Wusthner, el nimero de combinaciones posibles es de 160 000,
ya que & tamafio de los arreglos es de 2X2 pero ¢l nimeso de estados posibles para cada pixel es de 20

Si bien, este nlmero debe dividirse entra todas las combinaciones que representan la misma reaccion

El estado de cada arreglo en un instante dado depende del arreglo que fe precede una unidad de tiempo
anterior. Sin embargo, el arreglo anterior no es &l mismo, ya que el modelo realiza desplazamientos
oscilatorios del marco de lectura de la reticula sobre la cual se definen los arreglos. Lo anterior es un
artificio con la finalidad de evitar que los arreglos dependan de su propio estado anterior, ya que casrian
en un comperiamiento bi-estacionario. Asimismo, estos desplazamientos escilaforios del marco de lectura

generan el patrén de difusidn de las particulas

Un punto muy imporante a resaltar de este modelo es su capacidad del representar estructuras
topolégicas que influyen en la fransmision de las sefiales celulares. Lo anterior es obtenido mediarte la
creacién 304 de bloques (ver figura 5 } que emulan una seccidn de la membrana celular con un recepior
membranal embebido en la membrana, et cual esta asociado a una proteina G en su cara interma, que asu
vez Se encuentra asociada a una enzima efectora, la adenifato ciclasa, que producird un segundo
mensajero (AMPc, en este caso}. Estos bloques se emplean para construir membranas para dos ceéiulas

artificiales.
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Fig. 5) En esta figura se aprecian dos diferentes blogues de construssion del modelo de Wurthner {59} En a) se aprecia un
complejo receptor, proteina G y enzima efectora inactivos y embebidos en una membrana celular. £n b) se aprecia un complsjo
similar pero con una disposicion estructural diferente que incluye a fa protein cinasa C.

TESIS CON
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La complejidad del modele es incrementada con la inclusion de 100 moléculas del estimulo, {homona
gonadotrifina corionica G.C), en la regién exiracelular Adicionalmente, incluye 100 moléculas
intracelulares de fosfadiesterasa, (enzima que hidrolisa el AMPc) v 300 moléculas de un inhibidor de la
misma. Todo lo anterior resulta en un modelo complejo que incluye estimulo, respuesta (produccion de
AMPc), contral negativo via hidrolisis del AMPc y contral positivo via inhibicion de la hidrdlisis. De esta
iorma obtiene curvas a través del tiempo, de la concentracion de AMPc intracelular, andlogas a los

resuitados experimentales obtenidas por su grupo de trabajo. (ver figura 6 )

3500

pmol cAMP/I0 H00 cells

100 206 00 40 300 &m TR *
10 20 36 40 50 7
sanerations duration of incubation {min)

Fig f) En esfas dos inagenes se pueden comparar los resultades obtenidos con el modelo tedrice de Wurthner, en &f lado
izquierdo, con los resultados obtenides experimentalmente por su grupo, en el lado derecho, para la variacion og la
concentracidn de AMPc intracelular después de que las células reciban un estimula con la hormena gonadotrofina corionica

TRSIS CON
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2.1.3.3 RECONOCIEMIENTO PROTEICO Y FOSFORILACION

Acorde con lo descrite en la seccidn anterior, tas velocidades de reaccidn se ven profundamente influidas
por la existencia o ausencia de interacciones Coulombicas entre dos especies quimicas reaccionantes.
Para el caso de la transduccion de sefiales celulares, ha sido clare que una forma ampliamente utilizada
por las célutas para transmitir informacion es fa fosforilacién de residuos de serina treonina o tirosina en
regionas expuesias de diversas proteinas. De tal forma, esta adicién de grupos fosfato representa un

incremento en la afinidad de reconocimiento entre las cinasas gue contiznen el mencionado dominio SHa.

2.1.3.4 DOMINIOS SH, SH,

Los dominios SHe son médulos proteicos que reconocen secuencias cortas de aminoacidos con alguna
fosfotirosina intermedia flangueada por 3 a 5 residuos de amionoacidos hacia cada extremo, siendo el
carboxilo terminal generalmente mas largo. Los cambios en esta secuencia son los gue configren
diferentes afinidades entre dominios SH, y sus ligandos; proteinas citoplasmaticas y regién citoplasmatica
de receptores. Los dominios SH; se unen a sus fosfopéptidos con una afinidad relativamente alta (Kd=10-
100nM) y con una afinidad 1000 veces mencr a fosfopéptidos de secuencias aleatorias, pero basicamenis
no presentan afinidad por los mismos péptidos si no estan fosforifados. Estructuralimente, la region de
unidn con los fosfopéptidos es una cuenca doble que presenta una division conformada por residucs

basicos, en donde se une la fosiotirosina. (Ver fig. 7).
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Esta cavidad no muestra una secuencia muy estable soln existe un aminoécido hvariable, una argining
gue forma puenfes de'niirdgeno con dos oxigenos del grupo fosfale de la fosfofiresing. La segunda
cuenca de unidn &5 abrmas variable y es fa que permite un reconocimienio especifico de los aminoécidos

de la regidn carboxilo terminal que siguen 2 1a fosfolivosina.

¢ Fosfofirosina

Fig. 7} En esta imagen se apiecia [a estrittura tipica de un dominio SHZ (reprasentada esquematicaments),  S0oRde se pueden
diferenciar dos reglones aa {ubos mjes) coh 1ha region Beta plegada mlermedio (flcthas en azul), en esla esffuctura se puede
ver claramenta gue se forman oos “ciencas” donds encaja la secuencia de reconocimiento (representa con mdeigs de Aomos en
¥res dmenciones), que son ios amnoedcidos que funguezn a una fosfotirosing. -

Esta organizacion bipariita del sitie de union de fos dorninios SH2 confiere ala fosforilacion dal residuo de
tirosina la funcion de interruptor para la formacién del compleio proféico, diferenciando entre &l estade
achvo y el estado inaciive, por o&o lado dependiendo del “contexto” de esa fosfotirosina dictar que dominio

SHa ¥ por ende que proteina sefalizadora ha de unirse con el mismo,

TS CoF

FALLA DF ORIGEN
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Asi, el reconocimienio de estos residucs de fosfotirosina por las proteinas con dominios SH: puede
afectarlas en diferentes formas, incluyendo la estimulacion directa de su actividad enzimatica, la

relpcalizacién dentro de la célufa o bien su respectiva fosforilacion en un residuc de tirosina

Existe ofro tipo de dominios denominados SH3 que aungue menos frecuente que el dominio SHe también
se encuentran en muchas proteinas involucradas en la sefalizacidn. Un dominio SHz carcanc a Ia regién
carboxilo terminal funciona como un medulador negativo de la actividad transformante, mientras que el

dominio cercano a la region amino terminal funciona como un medulador positivo efc.

El dominio SH3 se encuentran en companenies del citoesqueleto, como la o-especiring v la miosina-1 las
cuales estan fuertemente relacionadas con el control de fa morfologia celular. Por lo tanto estos dominios
estan invoiucrados en la relocalizacién intracelular de los elementos que los contienen, por ejemplo en los
dominios SH3 de las profeinas citoplasmaticas Grb2 y PLC-y1 dirigen a estas proteinas hagcia la

membrana citoplasmatica intema y-hacia las fibras de actina respectivamente ¥

Las regiones de unién de ias proteinas con los dominios SH; consisten en péptidos de aproximadamente
10 amino&cidos con mayor contenido de prelinas, que interaccionan con constantes de disociacion de entre
5y 10uM. Estos péptidos gue interaccionan con les deminios SHa adoptan una conformacion de hélice tipo
1, ricos en prolinas con tres aminoécidos por vuelta. Asi mismo, estes péptides ligando presentan en total
tres vueltas, dos interaccionan con el dominio SHp v la tercera estabiliza la hélice PPH {polyproline I} El
ndcleo de estos ligandos fiende a presentar siete aminoacidos conteniendo la secuencia consenso X-P-p-X-
P, donde X tiende a ser un radical alifatico y las dos prolinas (P) conservadas son cruciales para mantener

una alta afinidad
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Esos péplidos son pseudo simétricos y tienen la capacidad de interaccionar en ambas direcciones,
{carboxilo terminal ~ aming terminal; amino terminal — carboxilo terminaf) por ende cada dominio SH; tiene
distintas preferencias por diferentes péptidos. La especiiicidad parece provenir de tas interacciones entre
los residuos no prolinicos del ligando y dos asas variables dal dominio SH3 que estdn flanqueando a la
principal superficie hidrofobica del mismo dominio. De esta forma, la capacidad de los dominios SH3 de
interaccionar en ambas direcciones con sus ligandos amplia considerablemente el rango de ligandos
potenciales, y tiene complicaciones bioltgicas fascinantes; la orieniacién del ligando va a determinar la
organizacién espacial del complejo resuitante, el cual sera critico para el procese de la transduccion de

sefialess,
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2.1.4 RECAPITULACION

Con la intencién de presentar la eleccion de la plataforma para la implemeniacidn de 10s modelos, se
considerd importante hacer una breve visualizacién de los principales sub-sistemas y fendémenos de que

depende Ja transduccion de sefiales celulares.

En primer lugar es necesario definir los estados iniciales de que parten los sistemas celulares antes de la
transduccion de senales. Es evidente que en una linea celular no existen todas las proteinas de todas las
rutas de sefalizacién, {de hecho como ya se menciond, existen protein cinasas tefido-especificas). Asi, una
linea celular puede describirse en funcién o quedar definida por la existencia 0 ausencia de diferentes
receptores membranales, la existencia o ausencia de cierfas protein cinasas, etc. Conceptualizando se diria

que existen patrones de las profeinas que definen una linea celular.

Sin embargo, como estos patrones proteicos na son constantes en el iranscurso del ciclo de vida de
cualquier célula, es conveniente ir mas lejos al momento de definir una linea celular. Asi lo que
biclbgicamente es una linea celular, debe interpretarse como el conjunto posibles estados que el sistema
cellar puedé ocupar durante su ciclo de vida ${matematicamente se ha definido como el “atracter” celular,
ver mas adelante). Esto es, el conjunto da las variables (patrones protéicos) que definen al sistema celutar
an un momento dado, representan un estado celular, y e! siguiente estade celular quedara definida por el
conjunto de esos pardmetros para otro instarte del ciclo celular. Por lo tanto, el conjunto de estados que &l

sisterna celular puede ocupar durante su ciclo de vida, define el giclo de vida de una linea celular.
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En segundo lugar {aunque funcionalmente es el (Himo) es necesario definir las posibles respuestas o
“salidas” del meta-sistema (fa célula} frente a un estimulo o conjunto de estimules, que pueden separarse
en: a) Respuestas de corto plazo, como la produccién y secrecion de alglin metabolito {como hormonas,
interleucinas, anticusrpos, leche etc.), permanecer aquiescentes, cambiar su forma etc®. B) Respuestas de
largo plazo, como la proliferacién celular; diferenciacion celular, induccidn para la apoptosis, y la
diferenciacidn a hacia células neoplasicas. 162428 Tal gue las céluias pasan de un esiado (o conjunto de
estados que conforman un fenctipo) a otro, & través de un praceso no lineal muy sensibie a las condiciones

iniciales tanto intemas como externas.

Una vez acotados los estados iniciales y las posibles respuestas, cabe restringir los grados de libertad del
procesamiento de informacion que realizan las células o transduccion de sefiales. Como ya se menciond,
existen focos de emision de la sefal a través de ciertos elemantos, como podrian ser los receptores
membranales, pero tambien los elementos de la familia Ras, que gracias a las caveolinas (proteinas de la
cara intema de la membrana que forman una estructura conocida como caveclae donde, mediante
interacciones débiles perc especificas, se concentran elementos de fa famifia de fas oncoproteinas Ras)
aumentan su concenfracion {focalizaciones) en las inmediaciones de los receptores, amplificando y

acelerando 1a emision de la sefial.

Otra forma de moduiacion o restriccion de las posibles combinacionas proteicas para &l procasamiento de
la sefal, es la dependencia de proteinas adaptadoras que presentan algunos elementos para poder

inferaccionar con sus proteinas blanco.
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Un ejemplo de esto es lo descrito en el modelo de activacién deRaf-1, respecto de las proteinas
chaperonas (principalmente de Ja familia de fas Heat Shock Protein X) o la familia de proteinas adaptadoras

14-3-3.

Aquil s posible incluir a las proteinas que interactiian a través de sus dominios SHs con el citoesqueleto u
otras proteinas “de anclaje” que se unen a él, y que gensran restricciones en su localizacion dando
comés de dos ordenes de mciones para las posibles combinaciones proteicas antes discutidas asi como el

efecto de focalizacion sobre la concentracion antes descrito,

Un pardmetro muy importante para explicar diferentes resplestas del sistema celular, es ef nivel de
activacion de las poblaciones de proteinas cinasas involucradas en la transduccion de sefales, esto es, fa
concentracion de las formas activas de estas cinasas. Se ha propuesto que existen "umbrales de
activacidn®, a partir de los cuales una proteina (léase poblacidn de esas proteinas) activada puede
interaccionar, en forma efectiva (persistente), con otra para activarfa 5 £n forma similar, se propone que
existen umbraleg de activacion para la interaccién de una proteina (a) con oiras dos {b) y (c), esto es, la
proteina en cuestion {a) primero interacionaria con fa proteina por la que tuviese mayor afinidad (b), de
saturar a asta (poblacion) proteina y ain quedar cierta cantidad de proteinas (a)} activadas, podrian
interaccionar con la iercera {c} proteina, por la que tendria menor afinidad Generando asi la divergencia de

la sefial (anies mencionada) qua procesa una células?,
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22 PLATAFORMA BIQINFORMATICA DE ELECCION.

Posterior al analisis y conceptualizacion del sisterna de la transduccidn de sefiales celulares, se llegd a la
conclusion de que se trata de un sisiema complejo con dinamica no lineal. Asimismo, en forma coincidente
con otros autores, se propone qué la mejor forma de realizar una implementacion para representar a este
sisterma debe ser mediants agentes inteligentes distribuidos en paralelo. En este caso, también en forma
coincidente con el trabajo desarrollado por Laurence Clark de la Universidad de Liverpool, Se propone el

empleo de |a plataforma llamada SWARM def Instituto de Santa Fe en Nuevo México E.U.

2.2.1 AGENTES INTELIGENTES

Fs una técnica emergente” para abordar los problemas que las técnicas clasicas de la inteligencia artificial
no habian podido sofucionar. Los agentes, mas que sistemas o modelos, son una mefodologia de disefio e
implementacion de sistemas complejos con comportamiento discreto. Esto s, el fiempo no transcurre
analégicamente, sino para intervalos discretos. En st concepcion original, el agente es considerado como
un ente (pequefic programa autdénomo} que puede interactuar con su medio recibiendo y enviando
informacion, que recibe clertas encomiendas y agplica sus habilidades para llevarias a cabo. Por lo tanto,
formalmente se dice que es un procese auidnomo, ya que el agente o agentes no existen sino hasta ef
momento de Ja ejecucion de un programa que los contiene.

Esto es importante por que su comportamiento no es estatico como el de un programa, 8ine que puade

madificarse para adaptarse optimamente a su entorno de acuerdo con su encomienda. Asi, bajo estos

® En la feoria de la complejidad, una propiedad emergente es aquelia que se sitta en un nivel de funcionalidad superiora los
componentss de un sistema. Esto es, es una caracieristica global del sistema que surge de las interacciones de los elementos
del sistemna.
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principios se aplica. una o varias técnicas de solucidn de problemas para construirle Estos agentes se han
aplicado en el conirol de sondas @spaciales, para analisis de imagenes, para bisgueda de datos en

Internet, en robots autc'}nomos, efc.

Un trabajo tedrico que concluye a esta mefodologia como la adecuada representar el sistema de
transduccién de sefales es el realizado por Schwab y Pienta®™, quienes en 1996 realizan una
conceptualizacion del cancer come un sistema adaptable complejo, y en 19975 aportan las caracteristicas
de los mencionados sistemas, corelacionandolos con el sistema de la transduccién de sefiales,
proponiendo las ¢onveniencias de modefar el sistema bioguimico wilizando sistemas distribuidos
mulfiagentes, a 108 cuales definen como los compenentes activos de los sistemas complejos y adaptables.
Adicionalmente sugieren el uso de otras metodologias de solucidn como los citados algoritmos genéticos
para auxiliar a su modelo a evolucionar v lograr una mejor funcionafidad. Concluyendo que el sistema de la
transduccién de sefiales a nivel unicelular pudiese servir como un subsistema para modelar €l proceso de

carcinogénesis

Por otro lado, estan los trabajos de Paton en 19934, quien bajo ef enfoque de sistemas multiagentes, llega
a la conclusion de que ia célula puede ser vista como una red de componentes funcionando en paralelo.
De esa forma, el procesamiento de la informacion {durante 1a transduccién de las sefales) estaria
distribuidc entre cierto nUmero de agentes que pueden irabajar independientemente pero con posibilidad
de comunicarse entre si. Por lo tanto es posible modelar cada “node” en 1a red de transduccidn de sefales
cemo un agente focal individual, con la habilidad de realizar su respectiva tarea y comunicarse con otros

agentes.
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Recienternante Paton y Fisher {1999)42 amglian su propuesta al considerar al sistema de transduccion de
sefiales como un proceso estocastico pero auxiiado por efectos de localizacion de ciertos efementos
acorde con fas lltimas evidencias provenientes del drea de investigacion experimental De tal suerte que
consideran a las proteinas involucradas, como entidades fuertemente dependientes de su coniexto, y
consideran que los trabajos de Bray con redes neuronales se encontrarian con serias dificultades para
incorporar este nuevo factor de no-homogeneidad espacial {de hecho eslo también es complicado para
modelarse via ecuacionss diferenciales), por lo que insiste en Ja conveniencia de modelar al sistema de
manera global via agentas computacionales. Aclarando que, si bien esta metodologia es mas adecuada,
no necesariaments cada “agenie” debe representar una profeina como tal, sino mas bien reproducir su
comportamiento. Por todo lo anterior y por coincidir con muchos planteamientos de esta aproximacion
basada en agentes se consideré convenienta el incluir una breve introduccitn a las bases tedricas que dan
sustenio a esta nueva aproximacion, que mas que estar relacionada con una iécnica de inteligencia

artificial en particular, se refaciona con los ptanteamientos de los sistemas complejos v la vida artificial.
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3 METODOLOGIA PARA IMPLEMENTAR UN MODELO DE LAS MAPK
CINASAS

3.1 CONCEPTUALIZACION,

Como un primer paso y con base en el andlisis de la seccidn anterior, se propone una divisidn
conceptual para diferenciar enire los factores que conforman al sistema de Ia transduccion de
sefales celulares y fos fendmenos bicquimicos gue emergen de la interaccién de estos factores.
Esto es, para la implementacion de un modelo bajo la aproximacion descrita como “de adentro
hacia afuera”, es necesario identificar los fendmenos fisicoquimicos de que depende la
transduccion de sefiales celulares y por ofra parte, los comportamientos bioguimicos que

emergen de esos fendmenos fisicoquimicos

Donde:

Pardmetros:

Identidad fisicoquimica de las especies definida por:

- Dominios catalicos {cinasas, fosfatasas)
Subdominios de reconogimiznto (SHe, SHa PH)

s Concentraciones

- subpaoblaciones activas

- subpoblacionas inactivas de una espacie quimica

Afinidades variables

- Segdn su nivel de activacion (generalmente fosforilacion)
- Basadas en los subdominios proteicos de las especies involucradas
- Diversas, en una sofa especie {por interacciones con mas de una especie)

Coeficientes de difusion

- Alteracién por interaccidn con elementos fijos {(membrana o citoesgueleto)
- Alteracion por flujo a traves de membranas (restrictivo o selectivo)

- Alteracion aparenie por fosforilacion (fendmeno inductive)
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Fendémenos emergentes:

+ Patrones

- Anivel de estimulos

- Anivel de receptores

- Anivelde factores de transduccion activados

- Anivel de salidas (atractores fenotipicos)
»  Amplificacion de la sefial {incremento de las subpcblaciones activas)
« Umbrales de concentracion para:

- Divergencia de la sefial

- Convergencia de la sefial
+ Estados biestables de activacion inactivacion de una ruta de transduccion.
» Retroalimentacion
» Alosterismo o “Cemputo individual”

s Fendmenos topeldgicos {focalizaciones espaciales)

Con base en la concepiualizacidn anterior y una vision Bottom up para la implementacion de
modelos complejos se considerd como el siguiente paso, desarollar une capaz de reproducir los
fendmenos emergentes observados en cinética enzimética tradicional. Esto, con la finafidad de
comparar resuftados con datos experimentales asf como con ofres modelos basados en
ecuaciones diferenciales y a futuro con ofros basados en paradigmas de la inteligencia artificial.
Por lo anterior se eligit fa ruta de las MAPK cinasas, 1a cual ya ha sido estudiada bajo diversas

aproximaciones tedricas asi como por diversos estudios experimentales.

3.1.1 PARAMETROS BIOQUIMICOS DE LA RUTA DE LAS MAPKS CINASAS.

Un problema que han tenido que resolver diferentes estudios tedricos de Ja transduccién de
sefiales celufares, es la obtancién de datos para alimentar a ios modelos propuestos durante las
simutaciones. En la mayoria de i0s casos esto se ha resuelte parciaimente, asumiendo vaiores o

rangos de los mismos, para datos desconocidos. Otra estrategia ha side el proveer a los

modelos con datos de diferentes sistemas biologicos. Asumiendo estas consideracionas, ha sido
pesible implementar los madelos, realizar simulaciones y ajustar parametros para alcanzar

correspondencias cuantitativas o cualitativas con los resultados experimentales
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En este caso, el esquema general del sisterna de las MAPK cinasas, asi como los datos para la
implementacion del modelo desarroliado, se basaron en los empleados por &l trabajo de Ferel
JE. (ver figura #)

REGION EXTRA CELULAR

GITOPLASNM 4

Fig 8} Aqui se presenta modificade el esquéma de Ferel para 'a activecion secuencial de las MAPKS cinasas, que corrasponde

con lo descrito para los modelos genersles te enzimas ligadas a receptares descritos en el capitulo anteriar

Los datos correspondientes a este medelo son los siquientes:

Enzima Concentracidn ~ en|Rango Rango de Km
reposo

Estimulo: - 001-081nM 60-1500 nM (300nhE}
MAPKK: 3nM 0 6-15nM 60-1500 nM (300nkt)
Fosfatasa de MAPKK: [0 3nM 0.06-1.5nM 60-1500 nM (300riM)
MAPK: 12 uM 0.24-6uM 60-1500 nM {300nM) .
Fosfatasa de MAPK:  [0.12uM €.06-1 5nM 60-1500 nM (300nM)
MEK: 12 uM 0.24-6pM 60-1500 nM (300nM)
Fosfatasa de MEK; 0.12uM 24-600nM 60-1500 nM {300nM)

Tabla 1) Datos obtenidas del trabajo de Ferret para una activacidn secuencial de la ruta general de enzimas figadas a seceptores,
MAPKS cinasas En este trabajo los valores de Km para cada una de fas reacciones lueron supuestos y fjados en 300nM
inicialmente Adicionaimenle cada valor fue movide en el rango de 60-15000nM

TESIS Con
FALLA DE ORIGEN
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Como el objetivo de la presente tesis es demostrar que el modelo incremental es viable, &l primer
paso es reproducir 6t comportamiento cinético pero con base en un compartamiento inspirado en
los modelos de difusion reaccién, por o que fue necesario transformar los datos anteriores,

tomando como referencia el ndmero total de moléculas para cada paso enzimatico. Asi para:

Rango de didmetros celufares (mamiferos) = 10— 30 um

Rango de diametros nucleares(mamiferos) = 3 - 10 um

Tal que:

Volumen celular promedio = 4188.79 pm3
Volumen promedio de organelos = 904.77 pm3

Volumen citoplasmatico promedio = 3284.01 um3=3.28 x 10-12L

Estas suposiciones pretenden sclo cbtener el orden de magnitud aproximado para fos valores
anteriores, de tal forma que se incluyd ef volumen citoplasmatico ocupado por otros organelos
como mitocondrias, citoesqueleto reticulo endoplasmico y demas proteinas disusitas deniro del
denominado como volumen promedio de organelos. Asi tenemos que:

1nM X volumen citoplasmético promedio (3 28 x 1¢ -2 L) = 1975 particulas
(1 nmol = 6.022 x 10" particulas)

De acuerdo con el parametro anterior, se modifico la tabla 1 para obtener los datos con los que
se alimentaria al madelo en las simulaciones cuantitativas. De esta forma se obtuvo la dlitima

columna de la fabla 2.
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Enzima Congcentracion | Rango Numero {Ndmero de [Km para
mas usual * de particulas para | simulacion
particulas |simulacion
*eélula
Estimule: 0.81(maxima) ]0.01-081nM | 1600 8 > 10 {300nM)
MAPKK: 3nM 0.6-15nM 5925 30 > 50 (300nM)
Fosfatasa de|0.3nM 0.06-15nM | 593 30 {300nM}
MAPKK:
MAPK: 1.2 pM 0.24-6puM 2370000 | 11850 -> 10000 |(300nM)
Fosfatasa de[0.12uM 0.06-1 5nM | 237000 11850 {300nh)
MAPK:
MEK: 1.2 pM 0.24-6uM 2370000 | 11850 -> 1000¢ | {300nM)
Fosfatasa de0.12uM 24-500nM 237000 11850 {300nM)
MEK:

Tabla 2) Aqui es importante resater que se busco respetar los ordenes de magnitud de las diferentes especies, asi como la
proporcion de los Km respecto de sus respectivos susiratos-enzimas, que para el caso del modelo de difusién reaccién aqui

presantado esta relacionatio con la probabilidad de reaceion ascciada a una colision entre las enzimas gue relaciona una ¥m

De esta forma, se representd una region del total del citoplasma en dande se llevan a cabo las
reacciones del esquemna de trabajo, guardando sismpre una correspondencia propercional con

los valores originales.

3.2 EQUIPO, CODIGO Y BASES DE DATOS

El equipo empleada fue:

A) Computadora perscnal (PC) con procesader {(Pentium 1ll} de 1.4 GHZ, 256Mb de msmoria
RAM, disco duro de 40Gh, conectada en red Ethemet a intemet.

B) La plataforma computacional SWARM, empleada para el modelo basado en agentes fue
desarrollada en et Instituto Santa Fe en Nuevo México, EU para implementacion de sistemas
compiejos

C} Para consultar diversas fuentes de informacion se hizo uso de Internet y el acceso
institucional de la UNAM a diversas revistas internacionales del area, desde dende se

pudisron obtener los datos necesarios para la implementacion de los modelos
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3.3 IMPLEMENTACION DEL MODELO DE DIFUSION REACCION ViA AGENTES
COMPUTACIONALES.

Un segundo paso en el proceso de la implementacion del modelo para el sistema de la
transduccidn de sefiales, fue la eleccion de la plataiorma sobre la cual se desarrollaria el modelo,
Este proceso de eleccion y su respectiva justificacion ya se desarroilo en el capitulo anterior,
pero existen justificaciones mas extensas en los trabajos de las referencias;_Clark Lawrence,
Camacho . Por lo que aqui solo se describirdn brevemente algunas caracteristicas de esta
plataforma, para posteriormente describir la implementacidn pasc a paso del modelo de
transdugcidn de sefales para la ruta de las MAPK cinasas.

3.3.1 PROGRAMACION ORIENTADA A OBJETOS

En este punto se considera importante dafinir algunos términos que son utiles para comprender
l2 implementacion del modelo que estan relacionados con la llamada programacion orisntada a

objetos, 1a cual es ampliamente utilizada por ia plataformna SWARM.

La idea basica de este paradigma para construir ¢ddigo es el crear pequefios programas
independientes, capaces de simular un objeto del mundo real. Para esto se considera que un
abjeto del mundo real esta compuesto par un conjunto de atributas fisicos y un conjunto de

compogamientos:

Fig 8. Agui sa epresenta a un objelo virtual e cual consiste de un conjunio de datos
intemos gue np son accesibles salvo para aquellos objetos que é lo pemite, as
£omo una Sere de comporfamienios (también llamatos métodes) a través de los
cuales el objeta interacciona con los deméas objetos

TESIS CON
FALLA DE ORiGH

X
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Existen tres caracteristicas basicas de los lenguajes orientados a objefos; la herencia, el
polimerfismo y el encapsulamiento. En realidad los objetos se encuentran definidos por clases de
objetos, y es apartar de estas clases que se pueden crear las instancias (objetos) de las mismas.
La herencia se refiere a que a partir de una clase se puede crear una subglase que hereda todos
fos métodos de la superclase asi como el tipo de variables que debe contener. EI polimorfismo
se refiere a que dentro de una misma clase pueden existir maltiples objetos idénticos pero
encontrarse cada une de ellos en un estado diferente. Esto es, el estado de un objelo queda
definido por ef conjunto de valores que toman sus variables y estos pueden ser diferentes. Por
litimo el encapsulamientc de refiere a que cada objeto mantiena restringido el acceso a su

informacion.

3.3.2 BASES DE COMPUTACION CON SWARM

La idea principal de Swarm es la de proveer de una ejecucion contextual dentro de fa cuat un
gran nimero de objetos pueda “vivir cada uno su propia vida" e interactuar con ofros de una
forma distribuida y concurrente. Esta plataforma evita gue el usuario tenga que adquirir la pericia
en las ciencias de {a computacidn que es necesaria para implementar sistemas de agentes
auténomos masivamente distribuidos, permitiendo que el investigador se concentre en su area

do estudio.

En el contexto def sistema de simulacion Swarm, un esbozo genérico de un procedimiento

experimental toma la siguiente forma:

1) Se crea un universe artificial con espacio, tiempo, y los objetos que pueden ser colocados en

forma razonable, an ciertos “puntos” en a estructura global de espacio y tismpo dentro de
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ese tniverso, y permitir a estos objetos determinar su propio comportamiento acorde con sus
propias reglas y su estado intemo en concierfo con muestreo del estado del mundo
(usualmente solo escasamentg).

2) Se crea un ndmero de objetos que sirve para ohservar, grabar, y analizar datos provenientas
del comportamiento de los objetos implermentados en el universo artificial en el paso 1.

3} Se realizan simulaciones def universo, moviendo tanto los objetos de la simulacion como fos
de observacién a través del tiempo baje cierto madelo explicito de concutrencia.

4) Se interactia con el experimento a través de los datos producidas por la instrumentacion de
los objetos para realizar una serie de cormidas controladas del modelo.

5) Dependiendo de que es obseivado en &l estadio 4), alierar ef experimento o el aparato

instrumentat y regresar al punto 3.

3.3.3 IMPLEMENTACION DEL ESPACIO Y LA DIFUSION

Una de las caracleristicas de la programacion orientada a objetos y por consiguiente de la
plataforma SWARM, es la capacidad para reutilizar codigo. Por o que la implementacion del
espacio de dos dimensiones sobre &l que se simularia la difusitén se amplearon algunas librerias
desarrolladas por McMullin en su proyecto “SCL. An Astificial Chemistry in Swarm”. En este
proyecto cada enfidad quimica es una particula con la capacidad de desplazarse en jorma

aleatoria sobre una reticula de dos dimensicnes.

CELL 1 P 3 4

: ®

3 Fig 10 En esta figura se &prec:a el espacio de dos dimensienes sobre
el que e0sten fas particulas. Agui se pueds apreciar que existe un

entorno de ocho celdas para cada particula

e e
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A partir de este momento, cada que se presenta la dependencia de un comportamiento en una

funcion probabilistica, &l modele emplea un generador de ntimeros aleatorios incluide en la

implementacién desarrollada por McMullin. Asi por sjemplo, el desplazamiento se lleva a cabo de

la siguiente forma:

a}

En ur insfanfe dade, la particula verifica que no tiene algin impedimenio para
desplazarse y de no tenerlo, elige aleatoriamente una celda de las ocho de su entormo
inmediato

La particula verifica que su vecino puede desplazarse, y de ser asi multiplica uno de sus
atributos que es su probabilidad de desplazarse (atributo configurable dentro del rango
de 0-1) por fa de su vecino, si este producto es superior a un umbral se aprueba el
movimiento entre ambas pariiculas.

Ef movimiento se reafiza por un intercambio de posiciones entre ambas particulas. Esto
asegura que nunca dos particulas ocupen el mismo espacio al mismo tiempo. Por lo
tanto, en este modslo el medio acuoso estaria representado por ofra clase de particulas,
asi no existe el "vacio" sino que las particulas se desplazan sobre un medio. Lo anterior
representa una ventaja para implementar diversas condiciones de interaccién con el
medio

Por (#ime, ambas particulas registran su movimiente y se quedan impedidas para, en
ese instante, volverse a mover. El punto a resaltar aqui es que ef tiempo durante las
simulaciones transcurre de forma discreta. De esta forma, el procesador asigna una
pequefia fraccion de tismpo a cada uno de los procesos de todos y cada uno de los
objetos, agentes sub SWARMSs, etc del modelo para que realicen todos sus calcuios vy
por eslo se dice que el modele trabaja en forma distribuida. También es importante notar
que parg cada intervalo de fiempo (step en el cddigo) el modelo de forma global

adquiere un nuevo esfado.
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3.3.4 MPLEMANTACION DE LAS ESPECIES QUIMICAS.

Hasla el punto anterior se emplearon y modificaron las libreras existentes para crear la clase
genérica de PARTICULAS. La cual implementa ia capacidad de moverse de cualquier instancia
que pertenezca a esta clase o cualquier subclase de la misma, la posibilidad de medificar el
factor de movitidad de las mismas, y atributos como el color con que se desplazara en la pantalla
a cada clase de particulas. Ahora se describird el comportarniento incluido en cada una de las
subclases de particulas para representar a las diferentes especies qufmicas; un ligando-receptor
(estimule en la seccidn que reproduce cualitativamente los resultados de Ferrel y recepior-
ligando en la seccién que incluye una estructura topologica) vy tres proteinas ¢inasas MAPKK,

MAPK y MEK.

3.3.4.1 CLASE INPUT

Adicional a los atributos de su superclase PARTICULAS, como su factor de movilidad y color,
asta clase de particulas presenta la capacidad dg activarse e inaclivarse en forma independiente.
Esto es una caracteristica muy importante en el casc en gue representa a un receptor
membranal que puede tomar ambos estados; el activado o el inactivade Para ambos casos la
activacién e inactivacién esta en funcion de un factor probabilistico, que esta implementado
como una variable configurable, de tal forma que es posible obtener diversos porcentajes de
activacién del total de asta especie quimica, lo cual resulta muy util para obtener curvas estimule

respuesta.
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3.3.4.2 CLASE MAPKK

Esta clase contiene varias modificaciones importantes sobre los métodos (comportamienios)
empleados par su superclase Particulas de t como su activacion es totalmente dependiente del
contexto, por lo tanto, cada una de las particulas puede fifar ambas variables, su estado de

activacion y su factor de movilidad de acuerdo con lo siguiente:

a) Para cada intervals de tiempa, la particula percibe el total de su entomo, Le. las ocho
celdas adyacentes a si misra
b) Asumiendo que al inicio de una simufacion ef estado de activacién de las particulas es
negativo, salvo para el estimulo proporcicnado (clase INPUT) se pueden presentar las
siguientes altamativas
1. Si en su entomo encuentra una particula de la clase INPUT y se encuentra
activada, entonces procedera al calculo para su estado de activacion y se
asignara un valor maximo a su variable para el facior de movilidad.
2. Si en su entomo se encusnira una paricula de la clase INPUT vy esta se
encuentra inactivada, entonces modificara su: factor de movilidad cercano a cero
y martendrd su estado de activacion negativo (esto se implementd y utilizo en
1a sequnda fase de simulacicnes)
c) La particula en cusstién, una vez que ha actualizado los valores de sus variables
precedera a calcular y realizar en su caso, su activacion asi como su desplazamiento.
1 Para su activacién, la particula obtiene el valor que le asigna el generador de
numerps aleaforios de acuerdo con su probabilidad de activacion, lo compara

con un umbral y decide que la cclision es proguctiva ¢ no, activandose o no.
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Todo lo anterior reditia en un comporamiento efaborado, donde se realizan tomas de
dacisiones, por lo que se habla de que esia clase de pariiculas esta represantada por agentes
inteligentes distribuidos en paralelo. Cabe notar la capacidad de estas particulas para discemir
entre el estado de activacidn de las particulas con que interactGa y no solo su clase a la que
pertenecen. Esto Gltimo se desarollé en una segunda fase de implementacion para acercar el

modelo a representar fendmenos fopoldgicos del tipo focalizaciones, antes mencionados.

3.3.4.3 CLASES MAPK y MEK

Ambas clases presentan atribuios originales derivados de la superclase PARTICULAS asi come
sus modificaciones propias, lo anterior s2 debe a que la focalizacibn de estas enzimas
corresponde al campo de quimica en solucién homogénea, por lo que no es necesario
implementar modificaciones al comportamiento incluido en la superclase respecto de su
movilidad. Sin embargo, para que se lleve a cabo la activacion de cada una de ellas cada
particula deba de percibir su entorno y de encontrar su enzima activadora en estado activo, ella
misma sera activada (consecuencia de [a fosforilacion) de acuerdo con el esquema de activacion

de FERREL, MAPKK-> MAPK -» MEK.

3.3.5 IMPLEMENTACION DE LAS HERRAMIENTAS DE MEDICION.

De acuerdo con o descrito en el punto dos de la seccidn 332 fue necesario crear las
herramientas que pudiesen cuantificar el comporiamiento del modele vy cada uno de sus
compenenies. De tal forma que se elabord un métode de graficacidn gue en tiempo real
cuantificaran la cantidad de particulas de cada clase que se encontraban activadas (grafica
andloga a las de concentracién vs. tiempo), asi como ofra grafica con calculs en tiempo teal de

la fraccion de cada poblacion de especies quimicas activadas a cada instante
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Asimismo se crearon las interfases con que el usuario pudiese configurar los diferentes

parametros de cada clase como:

Factor de movilidad. Se asigna inicialmente como general para cada clase, sin embargo como

ya se menciond puede variar para cada individuo de una clase.

Probabilidad de activacin, un variable configurable que esta en ditima instancia relacionada
con ia afinidad desde el punto de vista de la cinética enzimatica tradicional o con la probabilidad
asociada a toda colisién enire dos sustratos de que la misma sea productiva, en fos esquemas

de difusion reaccion descritos en el capftulo anterior.

Probabilidad de inactivacion. Para el caso del modelo desarroliado, esta variable es la que
sustituye a el proceso de inactivacion debido a colisiones con las enzimas fosfatasas, las cuales
no son representadas aqui. Esta fimitante se considerd incluida como tal debido a que los
primeros resultados obtenidos demostraron que era posible obtener los resultados cualitativos
esperados, representando un gran ahorre en el calcuio que el procesador realiza al disminuir

considerablemente el nimero de particulas (agentes).

La interfaz mencionada permite modificar estos parametros en sualquier instante sin taner ta
nacesidad de recompilar la aplicacion. Para esto se volvieron a modificar las clases
implementadas en el modelo desarrollado por McMullin de acuerde con fas necesidades del
modelo aqui presentado. De esta forma que también es posible agregar o quitar aleatoriamente

elementos de alguna u otra clase de particulas en cualquier instante
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4. RESULTADOS

Como ya se menciond, un pase en la implementacion del modelo desarroflado fue el validar su
ufilidad tratando de reproducir resultados obtenidos por modelos que emplearon técnicas
tradicionales para la simulacion de ia cinéfica enzimatica en selucion homogénea, como fo es &
modelo de Femel’® basado en ecuaciones diferenciales. Sin embargo, antes de intentar reproducir
tos resultados del modelo de referencia fue necesario establecer 1a forma de modificar los
parametros, de tal manera que se obtuviesen las equivalencias. Lo anterior se debe a las diferencias
en la forma de representar el comportamiento de la cinética enzimética del sistema de transduccion
de sefales celulares, ya que por un fado e modelo de referencia ufiliza valores de Km y por mi
modelo emplea un conjunto de valores probabilisticos de interaccidn (probabilidad de encuentros.

probabilidad de activacion) .

Otra diferencia importante entre ambos modelos fue la exclusidn explicita de las protein fosfatasas,
de las cuales solo se representd su actividad a través de un factor de inactivacion para cada especie
guimica de acuerdo con lo descrito en el capitulo anterior. Esta simplificacion obedecio
principalmente & las limitaciones del equipo de compute para realizar simulaciones con un numerg
elevado de procesos paralelos. Aqui debe recordarse que cada enzima es representada en su
comportamiento a través de un agente computacional, descrita arriba. En cualquier caso, se buscd
que este factor probabilistico de inactivacién guardase la misma proporcidn que mostraban en e
modsalo de referencia fos valores de las protein-fosfatasas para las diferentes especies quimicas Se

presume que |a variacidn asociada a esta consideracién fuese de tipo sistematica y no aleatoria

TESIS CON |
| FMﬁ DF ORIGEN |
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A confinuacidn se presentan parte de la sene de simelaciones cualitatvas iniciales, realizadas con fa
finglidad de enconfrar las equivalencias de implementacidn entre ambos modeios. Asimisma se
busch observar el comporiamiento del modelo en forma globat para compararko con el tipo de Curvas '
que experimentaimente se oblienen. De esta forma, los resultados presentados en esta seccitn son

explicitaments de caracler cuafitativo.

4.1 RESULTADOS CUALITATIVOS
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En la imagen anterior se pueden observar diferertes inferfaces graficas con gue cuenta ef
experimentador. En la esquina superior izquierda es posible observar la grafica que representa la
fraccion activada de cada especie a través del tiempo. En esa gréfica es posible observar y
comparar el comportamiento de cada peblacion quimica independientemente de su concentracion.
Por ofro lado, en la esquina inferior izquierda es posible ohservar la grafica del ndmero fotal de
particulas activadas de cada especie en un instante dado.

Como el espacic virtual en donde tienen lugar las interacciongs entre particulas es constante, es
posible hacer el analogo entre estos valores graficados y sus equivalentes curvas de concentracion

contra tiempo de graficas experimantales

En Ia grafica del lado derecho es posible observar una de las interfaces gréficas con que cuenta el
modelo para la modificacion de pardmetros. Estes parametros (Factor de movilidad, Factor de
Activacion y Factor de inactivacion) deben ser establecidos al inicio de cada simulacion, sin embargo
es posible suspender la misma y en cualquier momento realizar modificaciones. Lo anterior es una
andlogo a las simulaciones que in vilro © in vivo, requieren de una preparacion previa antes de poder

estudiar el comportamiento del modelo a una modificacion, o perturbacion especifica

Con estas graficas s posible observar y comparar el comportamiento que presentan las diferentes
cinasas como resultado de tener una activacion en cadena Esto es, la cinasa MAPKK presenta una
curva parabdlica de tipo Michaelis Menten. Mientras que la (lfima cinasa en la cascada MEK,
presenta una curva sigmoide, como las encontradas en ias enzimas alostéricas. Lo anterior es
definido como comportamiento ullrasensible y es la principal aporiacion del frabajo de Ferrel, por lo

tanto era unc de los resultados cualitativos mas importantes a reproducir por el modelo
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Para los resultados de la simulacion anterior, 10s pardmefros empleados buscan establecer
condiciones ptimas para la acivacion de la cascada, por lo tanfo los factores de movilidad y de
activacion de cada una de |as cinasas fueron maximos (p =1) y el factor probabilistico de inactivacion
se fijd como minimo. Lo anterior se debe a que la finalidad para esta simulacion era solamente

observar el comportamienio ultrasensible bajo condiciones de maxima actividad

4.1.1 OBTENCION DE CURVAS ESTIMULO RESPUESTA

A continuacion se presentan una serie de imagenes con el formato de dos graficas y sus respectivos
parametros de simulacion, donde se variaron los valores del estimulo buscando obtener control
sobre este parametro para obtener curvas de fipo esfimulo-respuesta Por otro lado se modificaron
las concentraciones de simulacion de las cinasas con la finalidad de observar la amplificacion de la
cascada. Como regla general, se empled &l doble de concentracion para cada cinasa respecto de su
precedente en la cascada de activacion. Sin embargo para fodos los casos los parametros de

movilidad e inactivacion fueron 1as mismas entre las diferentes cinasas.

INPUT MAPKK MAPK MEK
num, Particulas 50 100 200 400
| Factor de movilidad 1 1 7 o 7 T
Factor de acfivacion | Variable {10-00%) 05 05 05
50->100%
Factor ~ del Varable (10-90%) |  0.0001 0001 0007
inactivacion 50->100% |
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© 7 Fig. R4) Respuesta de fa cascada a un eslimulo de
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4.2 RESULTADOS SEMICUANTITATIVQS.

4.2.1 MODELO HOMOGENEQ

Una vez que fue posible obtener cualitativamente &l comportamiento ultrasensible, asi como un
relativo control para el esimulo, se procedio a reproducir los resultados del modelo de referencia.
Para realizar lo anterior se emplearon los valeres de equivalencias de concenfracion a ndmero de

particulas, calculados en la fabla 2 def capitulo anterior, aqui reproducida:

Enzima Concentracion | Rango Numero de | Nimero de|Km para

mas usual * particulas | particulas para | simulacién
*edlula simulacion

Estimulo: 0.81{méaxima) |001-081nM 11800 &8 > 10 {300nM)

MAPKK: 3ni 06-15nM 5925 30 > 50 (300nM)

Fosfatasa de|0.3nM 008-15nM [ 593 3 (300nM)

MAPKK:

MAPK: 1.2 uM 0.24-6uM 2370000 111850->10000 | (300nM)

Fosfatasa de|0.12uM 0.06-150M 237000 1185 {300nM)

MAPK:

MEK: 1.2 uM 0 24-6uM 2370000 | 11850-> 10000 | (300nM)

Fosfatasa de|0.12uM 24-600nM 237000 1185 (300nM)

MEK:

Tablz 2) En esta tabla s2 busca respelar los ordenes de magnitud de las diferentes especies, asi como la proporcion de fos Km
respecto de sus respectivos sustratos-enzimas, que para el caso del modelo de difusién reaccién agui presentado esta relacionade
con la probabilidad de reaccidn asociada a una colision entre las enzimas que relaciona una Km

Sin embargo, las simulaciones se realizaron con los parametros empleados en la serie de

simulaciones anteriores para representar el comportamiento de cada protein cinasa
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Ssto es, en lo referente a los valores de los factores probabilisticos de inactivacion, sus valores
absolutos son arbitratios y lo que se preservo es la proporcidn que guardan las concentraciones de

las respectivas fosfatasas.

Ast mismo se preservaron las proporciones de los valores de Km respecto de los valores
probabilisticos de movilidad y activacion. Por supuesto esta primera aproximacion carece de
significado biologico pero solo se realizd asf por fines de comparacion. Los primeros resuitados

obtenides son los siguientes:
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Gque los vakores para st probabilicd de inactivacion son muy bajes ya que se busca estidar of comportamiento dei modelo bajo o
180% de estimuls.




TESIS CON
FALLA DE ORIGEN &

Debido a que las concentraciones son més altas que en la serie de stmulaciones anteriores, en esta

nueva serie de simulaciones el orden de magnitud de los intervalos de tiempo es proporcionalments
superior. Sin embargo en la imagen anierior (RY), 2 pesar de ello &l modelo no alcanza a llegar aun
estado estacionario, por io que se considerd necesarie continuar con la simulacion y observar €l
comportamiento de 1a misma antes de evatuar los resultados de la activacion de 1a cascada de las
protein cinasas. Por lo que a continuacion se presenta !a serie de imagenes que coesponden los

ciferentes intervalos de iempo de la misma simulacion.

3
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En este puntc de la simulacién {3 hotas aprox.) se observan (en el recuadro de la esguina superior
deracha, el cuat representa a 1a fraccion de aclivacion de cada una de fas cinasas) tendencias claras
y relafivamente aestables para la acivacion de todas Ias cinasas. Sin embargo las pendientes de las
mismas sugierén que ia achvacion de la cascada de protein cinasas consumird un fiempo
considerablemente mayor. Es importante aclarar que en el recuadro de |a esquina inferior zquierda,
donde se observan las concentraciones de cada una de las especies acfivadas, las grandes
diferencias entre los valores de concentrecion de las mismas hacen que sea muy dificit apreciar las
lineas que comesponden &l estimulo (INPUT, en la imagen) y ala primer ¢inasa en orden de

activacion (MAPKK).
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En la figura anterior existe mucha informacion por analizar, sin embargo por ahora solo se destacara

lo siguiente:

a}

b)

c)

d)

Ei estimulo (Input en color verde) se mantiene refativamente constante y en un maximo
respecto de sus valores de concentracion, Esto es, aproximadamente todas las moléculas

del estimulo se encuentran activadas.

La protein cinasa MAPKK {color amarillo) presenta cambios en su velocidad de activacion,
mismos que solo se aprecian en el recuadro de fragcién de activacidn. Presentande un
incremento en el intervalo entre las 4000 v las 6000 unidades de tiempo, un decremento

entre las 6000 y 7000 unidades y una aparente estabilizacion posterior a este intervalo.

Es posible apreciar el comportamiente de fa protein cinasa MAPK {en color naranja) en
ambos recuadros de la izquierda En el recuadro inferior su comportamiento se aprecia muy
similar a lo descrito para la cinasa MAPKK pero con un comimiento hacia la derecha
respecto del iempo, al parecer comao un reflejo tardio del comportamiento de la cinasa que
la activa. Por otro lado, en &l recuadro superior izquierdo, su comportamiento aparente es de
una ligera pendiente pero casi constante, con un breve maximo alrededor de las 7000

unidades.

Por (ilime, el comportamiento de la lfima cinasa en la cascada, MEK, {la cual en lima
instancia determina si existe o no activacion de la cascada en su conjunto) es por demas

interesante
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En ambos recuadros de la izquierda se puede observar un comportamiento regular hasta las
7 4000 unidades de tiempo, donde en el superior se observa una ligera pendiente positiva
que refleja la curva parabdlica que sigue el nimero de motéculas activadas de la especie, y
que pareciera llegar a un equilibrio alrededor de las 500 moléculas. Sin embargo, a partir de
este punio se observa un notable incremento en las pendientes de ambas curvas para el
intervalo de tiempo entre tas 4000 y {as 7000 unidades Los cuales son facilmente atribuibles
como fespuestas ultrasensibles a los incrementos en las activaciones de las cinasas
precedentes. Lo anterior se observa comparando la curva de la fraccion acfivada de la
cinasa MAPKK contra ta de MEK en el recuadro superior, y las curvas de activacion total
entre MEK y la cinasa MAPK en el recuadro infesior. Por titimo se observa una importante
caida en |a activacidn de la cascada a parfir de fas 7000 unidades, el cual también refleja el

comportamiento ultrasensible del sistema

Debido a que el modelo no llegd a un equilibrio hasta este punto la simulacion se continud

monitoreando y a continuacion se presentan los cambios mas significativos encentrados
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El comportamiento del modelo hasta este punto podria parecer muy complicade para describir,

sin embargo es posible simplificario si se observa que exisie un patrdn, este podria describirse

como incremenips por fluctuagiones reguiares. Estas fluctuaciones parecen sugerir una

acfivacién escalonada hasta ahora no reportada, que bien podria estar relacionada con la

periodicidad que existe en todos los programas que generan ndmeros en forma aleatoria, y son

empleados exhaustvamente, come en este caso. Par lo que se datermind continuar con Ja

simulacion paca comprohar o rechazar esta hipdlesis, més que para asociar s resultados con

una actividad bioquimica particular. De tal forma se obtuvieron las siguientes graficas.
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Fig. R 14) En esta figwa se muestra la continvacion de ta dindmica de activacién det modelo semicuantitativo durante

aproximadamente 16 horas v hasla el bemgpo vidual de 22528 umidads:

Enel bon}unte de graficas de 1a figura 14. es posible observar que el modelo, at parecer liega a

un estado estacionario a partir de las 19 000 unidades de tiempo aproximadamente y que se

mantiene estable hasta las 22 500 uridades. Esta estabilizacién parece ser atribuible a que &l

medelo reaiments encuentra un equilibrio entre la activacion e inactivecion para cada una de las

especies que represenian la cascada de activacion. De esta forma es posible sugerir que el

comportamiento de activacion escalonada cbservada, comesponde 3 la dinamica ulirasensible

del sistema, lo cual tomo ya se menciond era una de las caracteristicas emergentes a reproducir

por el mismo
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También, es muy importante notar que el resultado final de 1a simulacion, es una activacion
parcial de [a cascada de las MAPK cinasas, donde la llima cinasa MEK, alcanza un estado
estacionarip alrededor de un 40% de su actividad. Asimismo, es muy importante notar gue el
iniervalo de tiempo de la simulacion es muy grande ¥ que ef comportamiento, si bien reflgja la
caracteristica de ultra sensibilidad propia dei sistema, no corrésponde cbn dafos experimentales
hasta ahora feportados, (sin que fampoco sea posible megar Ta existencia de esle
comportamiento, ya que los datos experimentales son muy dispersos y bien podria perderse
este comportamiento en los mismos), par lo que se considerd necesario corregir posibies errores
en los paréme_ttns del modelo. De esta forma, se realizeron simulaciones bajo las cbndicienes

optimas de activacion para.el esquema de conceniraciones sugeridos en &i frabajo de Ferrel.
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Es posible observar en el conjunto de graficas de la figura R15, que si los factores de
activaciones de cada una de las cinasas se llevan a un maximo y los factores de inactivacion de
las mismas se llevan a un minimo, entonces €l comportamiento del modelo es el esperado para
un sistema de difusion reaccién sin equilibio de inactivacion. De esta forma el modelo
iremediablemente se activa (no se muestra, en fa figura R15 solo se aprecia una activacion de
un 60% de MEK para un intervalo equivalente a 5000 unidades de tiempo) y solo se pueden
apreciar las diferentes pendientes de activacion, producto de las diferentes concenfraciones de
las especies y el comportamiento de amplificacién de la sefial descrito en la parte tedrica.
Gracias a esta simulacidn se considerd que el modelo de difusién reaccion aqui presentado si es
adecuado, pero que deberian existir divergencias con el modele basado en ecuaciones

diferanciales de {al forma que se pudiesen obtener los resultados esperados.

Por todo lo anterior se pensé en incrementar la complejidad del modelo desarollado hasta este
punto, de fal forma que fuese posible aproximar afin méas et comportamiento del mismo con lo

descrito en la literatura.
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4.2.2 MODELO HETEROGENEO

Una de las caracteristicas méas importantes de los sistemas de fransduccion de senales es la
| 6rganizacic‘>n espacial que presentan. Como ya se describit en la seccidn de la informacion general,
esta organizacidn espacial no es representada por los modelos deferministas basados en
ecuaciones diferenciales. Asl mismo su representacién por los modelos estocasticos analizados
como el desarrollado por Wurthner® ha demostrado ser una importante aportacion de estos
medelos Por fo tanto, se decidio representar en alguna medida, una parte de esta organizacion
espacial. Para lograr esto se tomd en cuenta que para el sistema de transduccidn de sefiales aqui
desarrollado, la principal organizacién espacial es la que se lleva a cabo a nivel de membrana
celular. Donde los receptores se encuenfran limitados a una difusion en dos dimensiones y
generamente asociados a ofros elementos del sistema de transduccion de sefiales celulares (Ver

Fig. 2. de la informacion general)

La creacién de estas estructuras se llevd a cabo en forma auto organizativa, esto es, se modifico el
comportamiento de los agentes de la especie MAPKK de tal forma que se adhiriesen (ver figura 13R)
a los agentes que representaban a la especie estimulo (INPUT) cuando estas moléculas se
enclentran inactivadas (ver metodologia). Pero en el momento en que el estimulo se activase, las

moléculas asociadas ai mismo son activadas y liberadas para su difusion
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Es importante destacar que por razones de simplificacian def modelo se supuso que el receptor
asociado a la membrana citoplasmatica fuese inmdvil v que se representaria el estimulo como los
complejos receptor-igando en su conjunto. Asi este complejo ligando-receptor incrementaria sus

complejidad al agregarse en forma reversible la primer protein cinasa de la cascada; MAPKK.

Lo cual generaria un complejo similar a los observados en los recepfores de siete pasos
membranales, en cuya proximidad se encuentra ligera y reversiblemente asociada a Ia membrana
citoplasmatica fa enzima RAS, a fravés de unas estructuras conocidas como caveolag 1as cuales
estan formadas por las proteinas membranales caveolinas y que se encuentran en la proximidad los
receplores que activan a RAS. Todo lo anterior es acorde con lo descrito en la informacion general y
representa un incremento en las caracteristicas antes destritas como fendmenos emergentes de tipo

topoldgico
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Fig. R 16) En esta figura &5 posibie apreciar una fraccidn det espacio bidimensional sobre el cual s llevan a cabo los procesos de
formacidn de complejos Agando receptor cinasa MAPKK, acivacion del mismo, difusion, reaccian e inachivacion Siendo las especies
quimicas representadas por los agentes en color roje para &l complejo ligando receptor {0 estimulo), los cuadros naranjas representan
a a especie MAPKK, cuyo color cambia al encontrase aclivados para azul urguesa. Asi mismo, las especies MAPK es representada
por los circufos verdes y la especie MEK por los circulos aziles En esta imagen se han sefialado con fiechas dos complejos de
asociacidn, que se formaron en fonma espontanea, entre e complejo liganda receplor (en color rofo} y las cinasas MAPKK en color
narahja

Por razones de tiempo de computo, kas estructuras avtoorganizadas en una simuiacidn inicial, fueron
guardadas para ser empleadas por las simulacion de {a transduccion de sefiales. Por lo tanto en los
conjuntos de graficas que se mostraran a continuacion, et tiempo cero de simutacion corresponde al
momento en que se lleva a cabo lo que se propone como ef complejo ligando receptor, y cinasa

MAPKK.

TESIS CON

|FALLA DE ORIGEN
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R

et 4266649 S
Fig. R 17) En esfe conjunto de graficos se observa un comporiamiento requize para fa activacion de 1a cascada de ransaceion de
sefiales a fravés de una activacién de 75% de MEK. Para lo tual se emplearon los valores establecidos como normnales de acuerdo
con ef esquema de activacidn de Ferrel v colaboradores

En el conjunto de gréficas R17, cabe notar que no se dispart la actividad de |a fotalidad de los
complejos recepter ligando (INPUT) desde el principio, vy que este alcanzd un méximo de
activacién a partir del tiempo S0 aproximadamente y se mantuvo constante el resto de la
simulacién  Asimismo, es importante resaltar que la cinasa MAPKK alcanza un maximo

alrededor de las 50 unidades de tiempo y que a parfir de ese momento busca su equilibrio con

afrededor de un 60% de moléculas activadas TESIS G@?‘Ni’

FALLA DE ORIGEN
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Por ofro fado, 1a cinasa MAPK presenta unas curvas de activacion bastante uniformes que se
estabilizan en alrededor de las 1400 unidades de tiempo. El méximo que alcanza esta cinasa es
de tan solo poco mas de un 10% ({1000 moléculas), y sin embargo esto es suficiente para
amplificar la sefial activande a MEK hasta en un 70% del fotal de sus moléculas {10000
moléculas fotales de las cuales se activan 7000 aprox ) para el final del tiempo de simulacion

observado.

De esta forma, este primer resulfado confrasta drésticamente con lo observado para las
simulaciones de difusion reaccian que corresponden a solucion homogénea. En este caso, se
observa que a) si se lleva a cavo la activacion de Ia cascada de las MAPK cinasas, b)
alcanzando la {lima cinasa MEK, una activacion del 70% en c) un intervalo de fiempo que
corresponde al orden de magnitud esperado en las primeras series de simulaciones. (4000

unidades de tiempo, aproximadamente 2 horas de tiempo real de simulacion).

Asi mismo se observa d) un comportamiento bastante uniforme para las cinasas cuya
concentracion es elevada, MEK y MAPK. e) que el modelo tiende a un equilibrio estable en este
intervalo de fiempo f) que se lleva a cabo una amplificacidn de la sefial {esto se observa con los
numeros reales de las cinasas activadas en el recuadro inferior izguierdo), g) que €
comportamiento es ultrasensible, lo cual se observa contrastando los nlmeros de
congentraciones de las especies quimicas en el recuadro inferior izquierdo vy fas fracciones

activadas de las mismas, en el recuadro supenior izquierdo.



B1

5 ANALISIS DE RESULTADOS

Como ya se menciono en la seccion 4.1 de los resultados, en esta seccién se buscaba representar
la cinética enzimatica en solucién homogénea. Esic prefendia ser el primer paso para validar el
modelo basado en agentes distribuidos en paralelo y se deseaban obiener diversas curvas de
activacion enzimatica. Estas curvas debiesen presentar diferentes pendientes debido a que su
comportamiento no solo seguiria una cinetica de Michaelis Menten, sino que también debarian

reproducir el comportamiento dg enzimas alostéricas.

En la serie de figuras R2 a R9 es posible ver que las diversas enzimas presentan diferentes
pendientes como resultado de la variacion en el estimulo. Esto es, por un lado cada especie quimica
presenta una pendiente mayor en tanto gue el estimulo s mayor, lo cual se puede apreciar por
comparacion entre cada una de las figuras de RZ2 a R9. Por ofro lado, en cada una de fas
simulaciones, la pendiente de la ultima cinasa de la cascada (MEK), es superior que las demas
(MAPK y MAPKK) debido a que su velocidad de activacion es mayor por efecto de la amplificacion
de ia sefial. Esto es normalmente asociado a un comportamiento halostérico en ung sola enzima, sin
ambarge aqui este comportamiento de cooperatividad se presenia a través de la cascada en su

conjuntc
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De echo es posible relacionar el compartamiento anterior con el descrito por Ferre! en su {rabajo
como comporiamiento ultrasensible. Este comportamiento ultrasensible Ferrel lo describe como la
propiedad que tiene el modslo para emitir respuesias muy distantes entre si, como respuesta a
cambios relativamente pequerios en el estimulo. Lo antericr Ferrel propone que pude verse como un
funcionamiento tipo interruptor a nivel del sistema. Esio es, que en el sistema de ia iransduccién de
sefiales celulaves existen umbrales que deben sobrepasarse para que un estimulo pueda generar

una respuesta positiva. Visto de ofra forma, que el sisterna es robusto ante posible ruido aleatorio.

Lo anterior puede resultar dificil de visualizar en el modelo presentade debido a Gue en el trabajo de
Ferrel se observa que en cierta regién hace falla un pequefio incremento en el estimulo para pasar
de una fraccién de activacion muy baja {considerada comoe una ne activacion) a una alta fraccitn de
activacion (activacién positiva de la cascada) en la misma grafica y en este trabajo estos resultados
na son presentados asi. Esto es, Ferrel elabora graficas de eslimulo respuesta a parir de un conjunio
de resuliados como los presentados en la serie R2 a R9 y en este caso no se elabore ninguna
grafica al respecto. Lo anterior obedece a que se prefitié Gnicamente proporcionar los graficos
obtenidos con el modelo desarrollado ya que esta serie de simufaciones carece de significado
biclégico Para comprobar este comportamianto, se sugiere comparar la primera de las figuras de Ja

serie (B2} y la ultima (R9).

Adicionalmenie, en esa serie de figuras se biuscaba ¢l obiener cierto control sobre el estimulo
suministrado al sistema. Por lo que otro da los resultados obienidos, v cuizas no menos importante;
es el control relativo que se obtuvo respecto de los parametros del modslo. Lo anterior se logro &
través de modificar los parametros de la probabilidad de activacion e in activacidn de loda la

poblacion de ia especie INPUT en su conjunto.
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Una vez realizado esto, se observo que diche esiimulo oscilaba en un rango relativamente estrecho

alrededor de un cierto porcentaje, lo cual era el objstivo de la manipulacion de sus pardmetros,

Por desgracia se observéd que ese control en la fraccion de estimulo que se encontraria activa,
presentaba oscilaciones demasiado amplias respecte del valor deseado en tanto menor fuese el
numero de moléculas de la especie quimica INPUT . Esto ultimo, por desgracia fue el caso de las
simulaciones semicuantitativas de la seccion 4.2 que buscaron seguir los valores del modelo de
Farrel donde este valor fue de tan solo 10 moléculas. Por lo que cualquier fluctuacion en el numero
de moléculas activadas o inactivadas en un instante dado, representaba una fluctuacion muy alta en

la fraccién del fotal activado.

Por ofro lado, en la seccion 4.2.1 se presentaron algunos de los maliiples conjuntos de simulaciones
que bajo diferenies parametros se realizaron. Lo anterior con la finalidad de rastrerar e
comportamiento del modelo bajo diferentes circunstancias. Sin embargo agui se expusieron los
resultados {figuras R10 a R14) cuyos parametros guardaban una mejor relacion con 10s valores de
simulacién del modelo de Ferrel por fines de comparacion, ya que ademas se considerd que no se

encontraron paironas muy diferentes entre si, gue requiriesen de una discusion adicional.

De tal forma y debido a las diferencias obienidas en la seccidn (4 2.1) respecio del modelo de
referencia, también se considerd valido cuestionar algunos puntos del esquema de trabajo del
modelo de referencia. Un punto critico de ese modeic, es la falta de claridad en lo que se esta

considerando como el “estimulo” { especie INPUT en ai modeio agui presantado).
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Esto es claro si se trafa de una hormona extraceluiar, en ¢uyo caso los valores de concentzacion del
orden de nanomolar son ¥gicos, o como en el modele agui desaroliade, de una porcién de

complejos ligando-receptor que se suponen activados.

Por otro lado y quizds méas imporianie esta el echo de que en todo caso, en ese modelo se esta
involucrando efementos membranales (complejos receptor-figando) que no cbedecen a fo que se
conace como cinética en solucidn homogénea, ya gue como Se ve en este estudio la formacion de

astructuras topoldgicas es detarminante para el comportamiento del modelo

En este mismo sentido, otro punto inquietante fueron los ya mencionados valores de las
concentracionas de las cinasas, ya que en otros estudios las concentraciones de las primeras
cinasas comiente arriba son muy superiores a los empleados por Ferrel. Todo lo anterior es por
supuesto comprensible, ya que en esta area existen muy pocos datos experimentales de la cinética
enzimatica de fosforilacion del sistema de transduccidn de sefales celulares (Ferrel, comunicacion
personal) Por lo fanto, cabe sefalar que el comportamiente del modelo basado en agentes si valida
su capacidad para representar cinélicas enzimaticas en solucidn homogénea por medio de la
difusin-reaccion, come se demuestra en las figuras R 2 a 9 y R15 Pero es importante sefalar que

el sistema presenta fendmenos fopologicos que deben ser incluidos.

Por filtimo, en la seccidn 4 2.2 se observa como los resultados cambian drasticamente en cuanto el
modelo incluye fandmenos de focalizacion topolégica. Lo anterior acerca al modelo atn més a la
realidad y se obfiene un resultado alentador respecte de la capacidad de representar una cinética

enzimatica que incluya fendmenos de organizacién espacial en un tiempo razonable,
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Todo esto se desprende de las curvas obtenidas en 1a figura R17, donde se obtiene una activacion
del modelo en un tiempo relativamente corto, tanto de simulacién como real. A pesar de estos
promisorios resultados, el desarroflo de este modelo se presenta hasta este punto, debido a que se

deberd esperar mejores datos experimentales que puedan incorporarse al modele.
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6 CONCLUSIONES

A coninuacién se mencionan las conclusicnes que se desprenden del trabajo anterior:

Corno ya se describid en la informacidn general, este estudio comprueba que es posibie representar
cinéticas enzimaticas de solucion homogénea con simutaciones de difusitn reaccidn de particulas.
El sistema de la transduccion de sefiales requiere de una profunda concepiualizacién de sus
caracteristicas para poder rapresentarlo adecuadamente, y se considera que no es stficiente la
representacion de la cindfica enzimatica en solucién homogénea, si no que deben inciuirse

fendmenos de organizacion espacial para su correcta rapresentacion

A través de un modelo de agentes distribuidos en paralelo es posible realizar las simulaciones de
difusion reaccién y comporiamienos mucho mas elaborados como la aoutoorganizacion de
estructuras espaciales, que son la base de los fenémenos topoldgicos. En este sentido, si bien la
utiizacién de los sistemas masivos de agentes requieren de una inversion importante en tiempo
maquina, st desempefio es muy superior a los medelos basados en ecuaciones diferenciales
cuando se desea representar comporiamientos més complejos que cinéticas en  solucitn
homogénea Adicicnalmente el emplec de sistemas multiagentes distribuidos en paralelo, ahorra

mucho tiempo de implementacién cuando se degea incrementar la corplejidad del medelo.
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En este mismo sentido, la aproximacién Botton Up que emplea agentes computacionales distribuidos
en paralelo se eligié para modelar e sistema de la transduccion de sefiales cetularas demostro ser
muy dtil, ya que en forma sencilla se puede incrementar la complejidad del modelo tanto coma los

datos 1o permitan, To cual deja abierta la puerta al futuro del presente trabajo.
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