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Modelo de diferenciacion espacial en agregados multicelulares generados por la

interaccion de células con diferentes propiedades de adhesion y de comunicacion

Resumen

Una de las transiciones mas importantes en la historia de la evolucién es el origen de la multi-
celularidad. Este evento, llevado a cabo en varios linajes evolutivamente distantes, permitié la estructu-
racion de formas bioldgicas en la escala macroscépica y marcd el inicio del desarrollo bioldgico. Por lo
tanto, estudiar el origen de la multicelularidad es una manera de buscar los principios fundamentales y
generales del desarrollo y de su evolucion. Muchos estudios sobre esta transicion se han centrado en la
busqueda de las ventajas evolutivas que confiere la multicelularidad. Sin embargo, lo que interesd aqui
fueron los mecanismos por los cuales se pudieron haber generado los primeros organismos multicelu-
lares —con cierto de diferenciacidn celular espacial— a partir de entes unicelulares. Con respecto a ello,
algunos autores han resaltado la importancia de la interaccidén de propiedades locales unicelulares (ad-
hesidn, comunicacion, redes de expresion celular interna, entre otros) y del acoplamiento metabdlico,
en la formacidn de los primeros patrones de diferenciacién espacial.

En este trabajo se hizo un andlisis tedrico y sistematico del efecto de algunas de estas propie-
dades —adhesidn y comunicacidon— en la formacién de los primeros patrones de diferenciacién espacial
en agregados multicelulares. Especificamente, se estudid la influencia de la fuerza de adhesion (alta,
media y baja) y del tipo de comunicacién (directa, indirecta y mixta). Para ello, se construyé un modelo
matematico —implementado computacionalmente en un interfaz multiescala de Potts— que simulaba la
interaccién de entes unicelulares con una red interna de diferenciacidn celular —con dos estados, Rojo y
Azul- con las diferentes propiedades de adhesién y de comunicacion celular.

Los patrones de diferenciacién espacial obtenidos dependieron del tipo de comunicacién entre
las células —se obtuvieron patrones en anillo (comunicacion indirecta), en ajedrez (comunicacién directa)
y una combinacién de ambos (comunicaciéon mixta). A su vez, la disminucién de la adhesion afectd la
estabilidad del patrén en anillo y mixto, pero no alterd el patrén en ajedrez.

Los resultados resaltaron la importancia de la polaridad (dada por la comunicacion indirecta),
el acoplamiento celular (a través de la comunicacidon directa) y de los gradientes internos (consecuencia
de la combinacién de ambos procesos) en la regionalizacion de la expresion celular y por lo tanto en la
generacion de patrones de diferenciacidn espacial. A su vez, la adhesidn fungié como estabilizadora de
los patrones y no como proceso morfogenético como en otros trabajos.

Los mecanismos resultantes de los tipos de comunicacién y adhesién se asemejaron a algunos
procesos de desarrollo de organismos simples como el de los dictiostélidos y o el de las myxobacterias.
Esto deja pensar que ciertos procesos de diferenciacién celular en los primeros organismos multicelu-
lares no necesitan de algunos supuestos de altruismo y egoismo y pueden ser consecuencia del aco-
plamiento dindmico entre las células, a nivel fenotipico. Finalmente, las perspectivas importantes del
modelo son agregar elementos cruciales como la divisidn y la muerte celular, pero sobre todo un es-
cenario evolutivo en donde se seleccionara el patron de diferenciacid y se pudiera dar cuenta de otros
procesos como la asimilacion genética. Esto con el fin de completar el cuadro evolutivo del origen de la
multicelularidad.
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1. Introduccion

1.1. El origen de la multicelularidad

1.1.1. Una transicion importante en la evolucidn

La enorme diversidad actual de los organismos se explica por un largo camino evolutivo que ha
durado mas de 3500 millones de afios (Maynard-Smith y Szathmary, 2000). Durante este trayecto, algu-
nas transiciones fueron fundamentales y revolucionaron la morfologia, habito y formas de vida de los
organismos (Grosberg y Strathmann, 2007; Maynard-Smith y Szathmary, 2000; Buss, 1987). Maynard-
Smith y Szathmary (2000) dan como ejemplos: (a) la formacion de compartimentos celulares y subcelu-
lares, (b) el origen del DNA como molécula hereditaria y la formacion de cromosomas, (c) el origen de
los organelos a través de la endosimbiosis, (d) el desarrollo de la fotosintesis y la produccion de oxigeno
y (e) la evolucidn de los organismos multicelulares a partir de organismos unicelulares.

Este trabajo estd inserto dentro del cuadro general de esta ultima transicion, es decir, en la
evolucion de la multicelularidad. Entendida como un cambio fundamental de la escala microscépica a
la escala macroscopica, el desarrollo de organismos multicelulares revolucioné la vida sobre la tierra,
permitiendo la estructuraciéon de formas de vida con una alta diferenciacion y especializacion celular
(Niklas y Newman, 2013).

La multicelularidad corresponde igualmente al origen del desarrollo (Bonner, 2000). El desa-
rrollo de los organismos multicelulares es un proceso sumamente complejo, en donde muchos factores
entran en juego, entre ellos la regulacidn transcripcional, la informacidn posicional, los gradientes hor-
monales, las fuerzas fisicas y las restricciones estructurales (Webster y Goodwin, 1996; Gilbert, 2003).
No obstante, se piensa que en los primeros organismos multicelulares, los sistemas de desarrollo esta-
ban menos regulados que los actuales y seguian principios mas basicos y generales tales como principios

fisicos y quimicos (Bonner, 2000; Newman et al., 2006). Entender los mecanismos basicos que subyacen
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a la formacion de los primeros organismos multicelulares puede arrojar luz sobre los procesos de desa-
rrollo actuales y sobre la evolucién de los organismos; por lo que, la evolucidn de la multicelularidad
constituye uno de los temas centrales de la Biologia Evolutiva del Desarrollo (Evo-Devo por sus siglas en

inglés) (Kirk, 2005; Gilbert, 2003).

1.1.2. Definicion de la multicelularidad

La multicelularidad ha sido definida de diferentes maneras. Algunos autores sugieren una defi-
nicién estructural y funcional, en la que un organismo multicelular es un agregado de células adheridas,
en constante comunicacion, con diferenciacién celular, un proceso de desarrollo robusto, la emergencia
de una linea germinal y una adecuacion a nivel de grupo (Niklas y Newman, 2013; Furusawa y Kane-
ko, 2002). Esto restringe a los organismos multicelulares a un nimero reducido de eucariotas (plantas,
animales y hongos; Knoll (2011)).

Por otro lado, algunos autores afirman que un organismo multicelular puede ser mucho mas
simple de definir y no requiere de tantas condiciones; el Unico requisito seria que se responda selecti-
vamente como grupo agregado y no como células individuales (M. Travisano, com.pers.). Es decir, que
emerjan propiedades a nivel del colectivo y que constituyan un nuevo nivel de seleccién (Simon et al.,
2013). Bajo esta definicidn, cualquier organismo de mds de una célula cuyas propiedades colectivas sean
seleccionadas, seria multicelular. Un ejemplo de multicelularidad minima bajo esta definicién es ilustra-
do por Caulobacter crescentus, compuesto por dos células diferenciadas. Otra definicidn laxa es la que
ofrece Shapiro (1998). Segun él, la clave de la multicelularidad reside en la capacidad de recibir, inter-
pretar y modificar un comportamiento de acuerdo a los vecinos cercanos (Shapiro, 1998), una definicidn
que agrupa a cualquier organismo con dindmicas grupales.

De manera mas general, Knoll (2011) y Butterfield (2000) distinguen entre multicelularidad sim-
ple y compleja. Los multicelulares simples son masas celulares o filamentos con un bajo nivel de dife-
renciaciéon celular, poca comunicacion intercelular y en donde todas las células estan en contacto con
el medio. En cambio, los multicelulares complejos tienen varios tipos celulares, comunicacion intercelu-
lar alta y una geometria que hace que algunas células del agregado no estén en contacto con el medio

(por ejemplo, una esfera) (Knoll, 2011; Butterfield, 2000). Esta ultima diferencia es bastante relevante
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ya que, al tener células aisladas del medio, se generan zonas fisicoquimicas muy distintas que podrian
impulsar la diferenciacion celular (Furusawa y Kaneko, 2002; Bonner, 2003, 2004; Knoll, 2011). Con es-
ta clasificaciéon, muchos agregados y filamentos bastante simples como bacterias (Nostoc sp, Anabaena
sp, Escherichia coli, Pseudomonas crescens), algunos ciliados (Zoothamnium, Sorogena) o algunos gru-
pos de diatomeas y algas pardas son considerados como multicelulares simples (Bonner, 1998; Shapi-
ro, 1998). Los organismos como plantas, animales u hongos serian entonces, multicelulares complejos
(Knoll, 2011).

Sin embargo, como explica Shapiro (1998), cualquier esfuerzo por dibujar una barrera formal en-
tre unicelulares y multicelulares resulta contraproducente. Y en efecto, si se busca entender los procesos
de morfogénesis de los primeros agregados celulares, resulta irrelevante si estos organismos todavia no
son considerados como multicelulares (sensu Furusawa y Kaneko, 2002) o si son multicelulares simples
(sensu Knoll, 2011). Por lo que, operativamente, en este trabajo se dird que un organismo multicelular
es aquel compuesto por células adheridas y con cierto grado de diferenciacion espacial. Para esto, las
células que lo conforman deben de tener algin mecanismo de adhesidn, comunicacion y de expresiéon

diferencial’ (Maynard-Smith y Szathmary, 2000).

1.1.3. El cuando y dénde del origen de la multicelularidad

Existen muchas preguntas interesantes acerca de la transicidn hacia la multicelularidad. Una de
ellas es cuando y dénde (en qué ambientes y en qué grupos) surgieron las primeras formas multicelula-
res. Para ello se han realizado un sin fin de estudios filogenéticos y moleculares que tienen como objetivo
encontrar el Gltimo ancestro comun a los organismos multicelulares y unicelulares actuales (Knoll, 2011)
o estudiar la evolucion de componentes moleculares necesarios para el desarrollo de la multicelularidad
(Maynard-Smith y Szathmary, 2000; Knoll, 2011; Rokas, 2008a). Las dificultades de este tipo de estudios
consisten en que muchos de los sistemas moleculares necesarios para la multicelularidad se encontraban
ya en los organismos unicelulares (Maynard-Smith y Szathmary, 2000) lo que complica la determinacion

del origen de la multicelularidad a través del seguimiento de marcadores moleculares. Por lo mismo, el

'En este trabajo «expresién diferencial» se refiere a la capacidad que tiene una célula de realizar diferentes funciones
dependiendo de sus condiciones internas y externas. Agrupa mecanismos de regulacién transcripcional genéticos y epigené-
ticos.
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enfoque filogenético y molecular ha sido complementado por trabajos paleobiolégicos y paleoclimati-
cos, que intentan relacionar las primeras estructuras multicelulares del registro fosilifero con cambios
en el paleoambiente (Knoll, 2011; Xiao et al., 1998). Sin embargo, estos estudios también tienen difi-
cultades como la falta de informacion debida a la escasa conservacidn de los organismos multicelulares
antiguos. Aunado a esto, muchos de los primeros organismos multicelulares eran microscépicos lo que
complica la busqueda de los mismos (Xiao et al., 1998). A continuacion se presentan unos de los cuantos
avances con respecto al cuando y el dénde del origen de la multicelularidad, resultado de la combinacién
de los enfoques previamente presentados.

Una de las razones por las que la multicelularidad se considera un evento muy interesante es
el hecho de que haya ocurrido multiples veces de manera independiente en linajes evolutivamente dis-
tantes (Niklas y Newman, 2013; Rokas, 2008a). En efecto, siguiendo la definicion de Knoll (2011), la
multicelularidad simple evoluciond alrededor de 25 veces y la multicelularidad compleja se desarrollé
en al menos 10 linajes eucariotas; una vez en Animalia, tres veces en Fungi (Chytridiomycota, Ascomy-
cota y Basidiomycota) y seis veces en los tres clados principales de plantas (Rhodophyta, Stramenopila
y Chlorobionta) (Grosberg y Strathmann, 2007) (Fig. 1-1).

La primera marca de organismos multicelulares (presente en el registro fosilifero) es la forma-
cion de cianobacterias filamentosas (Cyanobacteria) hace 3500 millones de afios (Ma). Los primeros sig-
nos de diferenciacién celular en estas bacterias fotosintéticas aparecieron hace 2500 Ma, en el género
Archaeoellipsoides. En dichos individuos se registraron marcas de acinetos (células que pueden resistir
estrés ambiental) (Rokas, 2008b). Archaeoellipsoides (Fig. 1-2.a) es una versiéon con menos tipos celula-
res que las cianobacterias multicelulares actuales (Nostoc, Anabaena) que llegan a poseer hasta cuatro
tipos celulares (células vegetativas que se dividen, heterocistos que fijan nitrégeno, acinetos resisten-
tes al frio o a la desecacién y hormogonios, filamentos moviles para la dispersiéon (Meeks et al., 2002)).
Los dos otros grupos de bacterias multicelulares, Actinobacteria (Fig. 1-2.b.) y Myxobacteria, aparecen,
segun estimaciones del reloj molecular de DNA ribosomal 16S, hace 2000 Ma y 1000 Ma, respectiva-
mente (Douzery et al., 2004) por lo que su evolucion es relativamente reciente en comparacion con las
cianobacterias.

Dentro de los eucariontes, los primeros protistas multicelulares presentes en el registro fosilife-
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Figura 1-1. Arbol filogenético que muestra los multiples origenes de la multicelularidad. Se presentan
grupo selectos de bacterias y eucariotas multicelulares (en morado) junto a sus parientes unicelulares
(amarillo). Los organismos formados por agregacion se muestran en itdlicas, los organismos formados
por division incompleta en letra normal. Modificado de (Rokas, 2008a).

ro datan de hace 1200 Ma (género Bangiomorpha) (Butterfield, 2000). Estas algas Rojas fdsiles, filamen-
tosas, presentan al menos tres tipos celulares diferentes (Butterfield, 2000). Mucho mds reciente es la
aparicién de las algas multicelulares del género Volvox (fig 1-2.d.), hace 500 Ma (Kirk, 2005).

Por otro lado, Xiao et al. (1998) localizaron animales microscépicos andlogos a los embriones
holoblasticos actuales —embriones cuya segmentacion es total, como por ejemplo en el desarrollo de
equinodermos— datados de hace 570 + 20 Ma, en el Lagerstétte de Doushantuo? (Fig. 1-2.c). Los pri-
meros organismos multicelulares macroscépicos (plantas, animales y hongos) observados en el registro
fosilifero datan desde 600 hasta 400 Ma (Rokas, 2008a). No obstante, el reloj molecular estima que la

multicelularidad debié haber evolucionado entre 1000-400 Ma antes del presente (Rokas, 2008a). La

2Un Lagerstatte es un yacimiento paleontoldgico que por su tipo de sedimento e historia geoldgica tiene un muy buen
estado de conservacidn y posee una gran diversidad de fosiles.
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distincién radica en que muchos mecanismos moleculares definidos como «exclusivos» de la multicelu-
laridad (tipos de comunicacién, adhesiéon entre células ) pudieron haber surgido en organismos micros-
copicos unicelulares bastante tiempo antes de la aparicién de los primeros organismos multicelulares
visibles en el registro fosilifero (Knoll, 2011).

Ahora bien, el primer ecosistema registrado con organismos multicelulares es el de la fauna
de Ediacara (en el sur de Australia), con individuos relativamente simples, aplanados y sin cavidades, de
hace 600-543 Ma (Seilacher et al., 2003). Finalmente, el evento mas drastico de radiacidn de organismos
multicelulares ocurrié hace 540 Ma: la Explosion Cdmbrica, en donde estan registrados todos los planes
de organizacion de organismos actuales® (Morris y Morris, 1998).

Los primeros organismos multicelulares simples aparecieron millones de afos antes que los
organismos multicelulares complejos macroscépicos (Knoll et al., 2006). Esto parece estar relacionado
con el desarrollo tardio de la depredacidn (Stanley, 1973) y sobre todo con el incremento del oxigeno
atmosférico a los niveles actuales hace apenas 850 Ma (Holland, 2006). En efecto, algunos autores su-
gieren que antes de que existiera una alta concentracion de O, los sistemas energéticos andxicos como
la fermentacion no eran lo suficientemente efectivos para mantener un organismo multicelular comple-
jo macroscdépico sensu Knoll (2011); para que este tipo de organismo sobreviva, las células en contacto
con el medio debian de producir la energia quimica suficiente para todo el organismo (incluyendo a las
células aisladas por el medio) (revisado en Rokas, 2008a). Por lo tanto, los organismos multicelulares
complejos solo se podrian desarrollar en presencia de oxigeno y con una comunicacion alta entre las
células.

En resumen, las primeras formas multicelulares varian mucho y surgen en tiempos muy dife-
rentes, incluso hoy en dia, y en diferentes sitios. Organismos unicelulares se estan ensamblando y des-
ensamblando constantemente de manera mas o menos duradera (Ratcliff et al., 2012, 2013). El multi-
ple surgimiento de estos eventos ha hecho pensar a algunos autores que existe cierta predisposicion
de los organismos unicelulares para formar organismos multicelulares (Niklas y Newman, 2013; West-
Eberhard, 2005) y que la transicion de la multicelularidad no fue muy complicada (Grosberg y Strath-

mann, 2007).

3pPara ilustrar lo extraordinario de la explosion cdmbrica,Holmes (1997) explicaba que el evento era equivalente a si todos
los estilos arquitectdnicos ingeniados por el ser humano (coliseos romanos, catedrales goticas, piramides prehispanicas, etc.)
hubieran surgido en un mismo periodo de 35 afios, a la mitad del siglo XV.
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(a) (b) () (d)

Figura 1-2. Imagenes de organismos multicelulares simples. a. La cianobacteria del género Archaeoellip-
soides, b. una actinobacteria actual, c. embridn holoblastico fosil, d. Volvox carterii. a, b y c son imagenes
de dominio publico. d. es modificadas de Xiao et al. (1998).

1.1.4. Formacion de masas multicelulares: la divisién incompleta y la agregacion

La formacién de las masas multicelulares puede llevarse a cabo por dos fendmenos distintos (in-
dependientemente de los mecanismos moleculares). Por un lado, al dividirse, las células pueden quedar

juntas y no separarse. Es el caso de la division incompleta. Por otro lado, células individuales de pobla-

ciones celulares pueden agregarse a través de alguna sefial quimica (o de otra naturaleza). Es el caso de

la agregacion (Bonner, 1998; Tarnita et al., 2013).

Divisién incompleta

La division incompleta (también conocida como divisidn clonal) sucede cuando una célula, al
dividirse, no se separa completamente de la célula hija y genera una masa celular genéticamente ho-
mogénea*. En cada nuevo ciclo de desarrollo, es decir, cuando se forman los propagulos unicelulares,
la masa se vuelve a «khomogeneizar» (Fig. 1-3) (Grosberg y Strathmann, 2007). La divisién incompleta
ocurre en todos los organismos acuaticos multicelulares y en casi todos los terrestres (Bonner, 1998)
al igual que la gran mayoria de organismos multicelulares complejos (sensu Knoll (2011)) (Grosberg y
Strathmann, 2007). Diversos mecanismos moleculares pueden llevar a la division incompleta, como la
citocinésis incompleta (en el caso de los plasmodesmos en plantas), proteinas de membrana (en el desa-

rrollo animal) o la secrecidn de una matriz extracelular (en las algas multicelulares) (Alberts et al., 2002;

4 «Genéticamente homogénea» significa que las diferencias entre célula y célula en la masa celular son causadas sélo por
mutaciones al momento de la division.
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Kirk, 2005). Los mecanismos moleculares se revisaran posteriormente.

Agregacion

En la agregacion, algunas células separadas (clonales o no) se agregan para formar una masa
genéticamente heterogénea® (Fig. 1-3; Grosberg y Strathmann (2007)). Este mecanismo de formacion
de agregados sdlo ha sido reportado en ambientes terrestres (Bonner, 1998).

Aqui, en cada nuevo ciclo de formacién de propdagulos, la heterogeneidad genética se man-
tiene (Grosberg y Strathmann, 2007). Algunos organismos formados a través de la agregacién son los
grupos de bacterias multicelulares (Myxobacteria, Pseudomonas o Escherichia coli (Shapiro, 1998)), al-
gunos protistas (Dictyostelium) y mohos mucilaginosos (Bonner, 1998). Los mecanismos que llevan a
cabo la agregacién incluyen el acercamiento de los organismos por alguna sefial quimica o por una hete-
rogeneidad en la distribucién de los nutrientes y la adhesién a través de proteinas membranales o matriz

extracelular (Ratcliff et al., 2013; Shapiro, 1998; Bonner, 1998).

Agregacion Divisién Incompleta

7\

Propagulos unicel.
Clonales

Propagulos unicel.
| No-Clonales

Figura 1-3. Esquema de los dos mecanismos de generacidon de masas celulares, la agregacion y la divisién
incompleta. Modificado de (Sebé-Pedros et al., 2013).

Diferencias entre la agregacion y la division incompleta

Los organismos multicelulares formados por agregacién sélo han sido registrados en ambientes

terrestres. En cambio, los organismos formados por divisién incompleta han sido registrados tanto en

>«Genéticamente heterogénea» se refiere a que las células pueden ser de diferente origen, aunque bien puede ser que
las células que conforman la masa provengan de la misma célula madre.
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ambientes acuaticos como en terrestres (Bonner, 1998). Un factor que podria influir en el tipo de me-
canismo de generacién de las masas celulares es la probabilidad de encuentro entre las células (depen-
diente de la densidad poblacional) esencial para la agregacién (Sozinova et al., 2005). En los ambientes
acuaticos, las poblaciones estan poco concentradas (menos individuos por unidad de area) ya sea por la
disponibilidad de espacio o por las corrientes marinas. Esto hace que la probabilidad de encuentro entre
células disminuya considerablemente; el mecanismo de agregacidn es poco frecuente. En cambio, en
la tierra, algunas amebas y bacterias se encuentran altamente concentradas en las zonas humedas del
suelo y peliculas (Bonner, 1998), por lo que su probabilidad de encuentro aumenta considerablemente
y permite el desarrollo de un sistema de agregacién. La divisidon incompleta, en cambio, no depende de
la densidad poblacional, por lo que se puede desarrollar en los medios acuaticos y terrestres. Por otro
lado, como se dijo anteriormente, la gran mayoria de los organismos multicelulares complejos (sensu
Knoll (2011)) se forman por division incompleta y no por agregacion. Segun algunos autores esto pa-
rece estar relacionado con la homogeneidad genética alcanzada en la divisién incompleta que evita el
conflicto genético entre las células de las masas celulares y permite el desarrollo de mayor complejidad
(Michod y Roze, 2001; Niklas y Newman, 2013). Esto se revisara en la siguiente seccidn, en donde se
estudian las posibles ventajas que permitieron que algunos organismos multicelulares permanezcan en

el curso de la evolucion.

1.2. El mantenimiento de la multicelularidad

La evolucion de la multicelularidad conlleva otras dos preguntas importantes. Por un lado saber
como se origind (qué mecanismos fueron los generadores) y por otro lado saber cémo se mantuvo a lo
largo del tiempo (qué ventajas o contigencias evolutivas tuvo). Muchos de los trabajos sobre el origen
de la multicelularidad se han centrado en la segunda pregunta. Es decir, sobre las posibles razones que
hacen que, una vez formado, un organismo multicelular tenga ventajas evolutivas sobre un organismo
unicelular. De manera resumida, un organismo multicelular puede ser beneficiado tan solo por adquirir
un mayor tamafio, ya que éste puede evitarle ser depredado o puede permitirle la exploracién nuevos
nichos (Boraas et al., 1998). Por otro lado, formar un grupo adherido y fijo puede ser un mecanismo

gue permita restringir espacialmente a ciertas células dafiinas para una poblacidon (como por ejemplo
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células que explotan los recursos de manera ineficiente). Esto se conoce como el aislamiento de traidores
(ver detalles abajo) (Pfeiffer y Bonhoeffer, 2003). Finalmente, un agregado multicelular puede tener una
ventaja adaptativa por tener una division del trabajo que le permita realizar varias funciones metabdlicas
simultdneamente (Ispolatov et al., 2012). Existen muchas otras ventajas posteriores de los organismos
multicelulares como la adquisién de la movilidad y el mejoramiento de los mecanismos de dispersién
y de depredacion que no seran consideradas para el proceso mismo de origen de la multicelularidad

(Bonner, 1998; Shapiro, 1998).

1.2.1. El beneficio de ser grande

El beneficio por tener un mayor tamafio queda perfectamente ilustrado por el experimento de
Boraas y colaboradores (1998). En este experimento, se pone en un medio rico en nutrientes un alga
unicelular Chlorella vulgaris y su depredador Ocromonas vallescia durante varios dias. Al cabo de 20
dias, se encuentran individuos de C. vulgaris con ocho células unidas por una matriz extracelular —éstos
pertenecen al rango de individuos que no son depredados por Ocromonas vallescia y que, al mismo
tiempo, tienen un peso que les permite alcanzar los nutrientes superficiales (Boraas et al., 1998). El
organismo multicelular se mantiene ya que, por su tamafio, no puede ser depredado.

Aunado a esto, Niklas y Newman (2013) explican que, en organismos fotosintéticos o sésiles,
el aumento del tamafio incrementa la superficie de exposicion al sol y/o a las corrientes acudticas lo
que permite la generacidn y adquisicion de una mayor cantidad de nutrientes (siempre y cuando el
organismo guarde una forma aplanada o filamentosa que mantenga su relacién superficie/volumen)
(Niklas y Newman, 2013). Ejemplos de este tipo de organismos son los de la fauna de Ediacara (Seilacher
et al., 2003).

Finalmente, el incremento del tamafio puede conllevar la generacién de un nuevo nicho ecolé-
gico (por ejemplo por hundimiento del agregado). Al formar un nuevo nicho, el organismo multicelular
ya no compite con organismos unicelulares, por lo que, si su tamano no es perjudicial, es probable que

se mantenga® (Tarnita et al., 2013).

6La creacién de nuevos nichos y nuevos métodos de alimentacion pudo haber contribuido —junto con la aparicién de la
depredacion— a la Explosién Cambrica (Laland et al., 2008; Stanley, 1973).

10
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1.2.2. Aislamiento de traidores

En las poblaciones celulares existen ciertos comportamientos de los individuos que pueden ser
equiparados a lo que en teoria de juegos se conoce como cooperacion y traicion. De manera simplifica-
da, cuando las células cooperan, generan un bien comun para la poblacién, que les implica cierto costo
(Nowak, 2006). Un traidor es aquél que se beneficia del bien comun y no contribuye al mismo por lo que
no tiene ningun costo (Nowak, 2006). Un buen ejemplo son las bacterias generadoras de agentes quelan-
tes. Ante la insuficiencia de hierro, las bacterias «cooperadoras» generan pyoverdina (agente quelante)
que desprende el hierro de compuestos externos y permite la absorcién del mismo (Kimmerli y Brown,
2010). Los agentes quelantes son utilizados por todos, por lo que una «traidora» se puede beneficiar de
los agentes y no producir ninguno. El punto importante de la teoria de juegos es que una poblacién de
cooperadores tiene una mayor adecuacidén que una poblacién de traidores. Sin embargo, a nivel indi-
vidual, los traidores tienen mayor adecuacién que los cooperadores, por lo que el surgimiento de una
poblacién de cooperadores a partir de una poblacidon mixta (cooperadores y traidores) bien mezclada
(en donde todos interactian con todos) es improbable (Nowak, 2006).

El problema de la invasion de traidores puede ser resuelto, en parte, por la multicelularidad. Al
formarse un agregado multicelular bien adherido (sin movimiento celular), las células sélo interactuan
con sus vecinos cercanos (se vuelve una poblacién estructurada). De esta manera, los traidores quedan
restringidos a una parte del agregado y no se dispersan por toda la poblacién’ (Pfeiffer y Bonhoeffer,
2003; Nowak, 2006). Asi pues, se genera una poblacién celular adherida con una mayor adecuacion (por
su porcentaje de cooperadores) que las poblaciones no adheridas (con menor porcentaje de coopera-
dores); lo que permite la persistencia del agregado multicelular en la escala evolutiva.

Esta hipdtesis es comprobada por Pfeiffer y Bonhoeffer (2003) en un modelo computacional
muy sencillo con organismos unicelulares respiradores (cooperadores) y fermentadores (traidores)?, en
donde los agregados compuestos de respiradores desplazan a los unicelulares fermentadores a zonas

restringidas del espacio (Pfeiffer y Bonhoeffer, 2003).

’En algunos casos, las poblaciones de traidores colapsan. Si los traidores se mantienen en zonas especificas del agregado
el colapso es local, por lo que, el agregado se puede mantener.

8En su modelo, los respiradores son cooperadores ya que utilizan los recursos de manera efectiva. Es decir, con poco
recurso generan mucha energia, dejando cantidades altas de recursos para el resto de la poblacién. Por otro lado, los fer-
mentadores son pensados como traidores ya que utilizan de manera ineficiente los recursos, acabandolos rapidamente.

11
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1.2.3. Ladivision del trabajo

Los organismos unicelulares son capaces de diferenciarse y realizar diferentes funciones en el
tiempo, es decir, de producir diferentes fenotipos celulares en respuesta a un estimulo genético o am-
biental (Grosberg y Strathmann, 2007). Algunas de estas diversas funciones no se pueden dar simulta-
neamente, ya sea por incompatibilidades metabdlicas o moleculares. Por ejemplo, en las cianobacterias
unicelulares, la fotosintesis interfiere con la fijacion de nitrégeno ya que la nitrogenasa no es efectiva en
presencia de oxigeno (Meeks et al., 2002); en las Volvacales unicelulares (Chlamydomona), la division
celular es incompatible con la movilidad: los flagelos estan fijos a la pared celular, por lo que los cuerpos
basales no pueden fungir como centriolos en la mitosis mientras se esta moviendo la célula (Solari et al.,
2006; Kirk, 2005).

La multicelularidad permite que estas funciones preexistentes en organismos unicelulares pue-
dan realizarse de manera simultdnea; es decir, que puedan coexistir espaciotemporalmente (Niklas y
Newman, 2013; Grosberg y Strathmann, 2007). Por ejemplo, en el caso de Nostoc (cianobacteria fila-
mentosa), ciertas células (los heterocistos) engrosan su pared evitando con ello la entrada de O, y se
especializan en la fijacion de N, mientras que el resto de las células siguen fotosintetizando (Meeks et
al., 2002). En el caso de las Volvacales multicelulares (Pleodorina, Eudorina o Volvox), las células externas
se dedican a la movilidad y las internas a la division celular® (Kirk, 2005). Poder realizar varias funciones
metabdlicas al mismo tiempo confiere al agregado una mayor adecuacién en ambientes heterogéneos,
lo que podria explicar la permanencia de la multicelularidad (Grosberg y Strathmann, 2007; Ispolatov et
al., 2012)™. La agregacién de muchas células puede ser vista como un fendmeno analogo a la duplicacion
génica; desarrolla la redundancia y permite por lo tanto la especializacién.

Ahora bien, todas estas ventajas ayudan a entender, cdmo, bajo ciertas condiciones ambienta-
les, la multicelularidad ha podido mantenerse evolutivamente. Sin embargo no explican los mecanismos

por los cuales se pudieron haber originado agregados multicelulares con las caracteristicas ventajosas

%Un caso equivalente se puede ver en metazoarios, en donde las células externas de la bldstula tienen cilios y las internas
siguen dividiéndose (Buss, 1987).

10A través de un modelo matematico, Ispolatov y colaboradores explican que en organismos unicelulares, los picos maximos
adaptativos corresponden a una produccidon media de metabolitos incompatibles. Cuando dos células se juntan y comunican
entre si generan nuevos maximos adaptativos que corresponden a la especializacién de funciones, es decir, a la divisidn de
trabajo. (Ispolatov et al., 2012).

12
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como el tamafio superior o la diferenciacion celular —por lo tanto, no responden la primera pregunta
del como de la formacién de los primeros organismos multicelulares. Por ejemplo, no explican qué re-
querimientos de adhesidén permitirian el incremento de tamafio. Tampoco sugieren qué mecanismos
podrian llevar a cabo el aislamiento de los traidores (esto implicaria cierta independencia entre las cé-
lulas). Finalmente, en el caso de la division de trabajo, no hacen énfasis sobre el tipo de comunicacion
entre las células que determina el acoplamiento celular y la concomitante diferenciacion de células o
regiones celulares. Ademas, los elementos basicos para el origen de los primeros agregados (adhesién,
comunicacién) pueden tener consecuencias mecanisticas distintas. Por lo tanto, en la siguiente seccién
se va a argumentar, por un lado, la existencia previa al origen de la multicelularidad de estos elementos
y, por otro, se explicara cdmo su combinacidn puede ser causante en primera instancia del origen de los

primeros tipos de patrones espaciales en agregados multicelulares.

1.3. El como de la multicelularidad: Cooptacion de elementos clave

Bajo la definicidn operativa que se dio anteriormente, se puntualizaron tres caracteristicas esen-
ciales para la evoluciéon de la multicelularidad: la adhesion celular, la comunicacion celular y la presencia
de un mecanismo de expresion diferencial (Maynard-Smith y Szathmary, 2000). En esta seccién se re-
visaran los mecanismos moleculares generales por los cuales pueden darse estas condiciones celulares
esenciales y se mostrara su presencia en organismos unicelulares actuales. Los resultados presentados
sugieren que las caracteristicas citadas preceden a la evolucién de la multicelularidad y fueron mds bien
cooptadas o reutilizadas durante la transicion (Maynard-Smith y Szathmary, 2000; Newman et al., 2006;

Grosberg y Strathmann, 2007; Rokas, 2008b).

13
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1.3.1. Presenciade las herramientas esenciales para el origen de la multicelularidad

en organismos unicelulares: adhesion, comunicacion y expresion diferencial.

La adhesion celular

La adhesion da pie a la formacion de masas multicelulares, ya sea evitando que las células se
alejen al dividirse o permitiendo que células individuales se agreguen posteriormente (Bonner, 1998).
En los organismos multicelulares actuales, la adhesidn se puede dar por dos fendmenos principales: por
contacto directo entre célula y célula o a través de una matriz extracelular (MEC). La adhesidon direc-
ta entre células puede ser mediada por proteinas especificas transmembranales (e.g. caderinas) o por
uniones de oclusién (Alberts et al., 2002). La adhesién directa también puede ser consecuencia de una
citocinesis (separacion fisica del citoplasma) incompleta como por ejemplo los septos en animales y los
plasmosdesmos en las plantas; en el Ultimo caso, los canales creados sirven también como comunica-
dores intercelulares (Bloemendal y Kiick, 2013). Por otro lado, en el caso de la adhesion extracelular,
la matriz extracelular —secretada por las mismas células— puede tener una composicién de colagenas y
hialuronanos en animales, de peptidoglicanos y celulosa en plantas y algas (pared celular) (Alberts et al.,
2002) o de material citoplasmico en algunos pseudo hongos como Labyrinthula (Preston y King, 2005).
Finamente, existen proteinas de unién MEC-célula como los hemidesmosomas y las integrinas de unién
(Alberts et al., 2002).

Cada uno de los mecanismos de adhesion va a permitir diferentes grados de movimiento entre
las células. En el caso de los Labyrinthula, las células pueden moverse libremente a todo lo largo de
la secrecidon tubular. Las proteinas de unidn (uniones gap) en animales tienen una tasa de recambio
bastante elevada (Bloemendal y Kiick, 2013), lo que permite un alto movimiento intercelular (Alberts
et al., 2002). Finalmente, en el caso de las proteinas de oclusion, la pared vegetal o las proteinas de
oclusion, el movimiento va estar completamente restringido.

Los multiples mecanismos moleculares que confieren adhesidn se han especializado y regulado
durante la evolucidn de los organismos multicelulares; sin embargo, muchos de los componentes basi-

cos para estas estructuras de adhesién han sido localizados en organismos unicelulares actuales. Para

14
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empezar, al examinar el proteoma de los coanoflagelados unicelulares (grupo hermano de los metazoa-
rios multicelulares) se observa la presencia de varios grupos de proteinas de adhesion celular tales como
caderinas, lectinas tipo-C, inmunoglobulinas y a-integrinas (Rokas, 2008b). En los coanoflagelados, estas
proteinas parecen estar asociadas al collar, estructura especializada para la captura de alimento. Igual-
mente, se ha identificado la presencia de colagena, proteina adhesiva, en coanoflagelados y en hongos
unicelulares, el grupo mas cercano a los animales (Rokas, 2008a; King et al., 2008; Abedin y King, 2008).
Por otro lado, en la familia de las Volvacales, algunos organismos unicelulares como Chlamydomonas
reinhardtii poseen una pared celular con los mismos componentes que la matriz extracelular de algas
multicelulares como Volvox, por lo que la generacion de la matriz es vista como una extensién de la pa-
red celular (Kirk, 2005). Por lo que, la formacion de una matriz extracelular puede ser la consecuencia

de secreciones de componentes internos de cada célula —como la pared celular.

La comunicacion intercelular

La comunicacidn celular tiene un grado de complejidad altisimo; cualquier proceso de comuni-
cacién necesita proteinas especializadas como canales de unién entre las células, receptores de sustan-
ciasy transportadores de sefales (Alberts et al., 2002). Como en el caso de la adhesién podemos agrupar
a los tipos de comunicacion en dos categorias operacionales.

La primera categoria es la comunicacidn directa entre células. Aqui, para poder comunicarse,
las células deben estar en contacto (comunicacién yuxtacrina). Como se explicé anteriormente, esta
comunicacion esta directamente relacionada con la adhesidn intercelular. Puede ser mediada por unio-
nes citoplasmaticas que son formadas por proteinas transmembranales (uniones gap) o que son simple
consecuencia de una citocinesis incompleta (plasmosdesmos y septos) (Bloemendal y Kiick, 2013). La
comunicacion directa también puede ser de contacto membranal a través de proteinas de sefializaciéony
recepcién como el caso del sistema Delta-Notch (Alberts et al., 2002). La segunda categoria es la comuni-
cacion indirecta dada a través de la secrecion y recepcion de sustancias al medio. Las células no deben de
estar necesariamente en contacto (comunicacién paracrina). Ejemplos de este tipo de comunicacién son
las moléculas autoinductoras —tales como las N-acil homoserina lactonas (AHL por sus siglas en inglés),

las v-butyrolactonas o las bacteriocinas— en grupos bacterianos (Shapiro, 1998) o las multiples rutas de
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sefializacién en animales —Wnt, Hedgehog, FGF, TGF-{3, citocinas (Alberts et al., 2002; Youk y Lim, 2014).

Igualmente al caso de la adhesidn, muchos elementos de las principales rutas de comunicacién
estan presentes en organismos unicelulares. Es el caso de Notch, Hedgehog y MAPK identificados en
coanoflagelados, aunque con funciones no totalmente descritas. Otros elementos como Wnt o TGF-/3

no han sido todavia descritos en unicelulares (Rokas, 2008a).

Expresion celular diferencial

El dltimo elemento clave para la multicelularidad es la expresion celular diferencial, con cierto
grado de regulacion™(Maynard-Smith y Szathmary, 2000). La expresion diferencial es la capacidad de un
grupo de células con el mismo genoma de expresar diferentes conjuntos de proteinas —y por lo tanto
producir distintos fenotipos— como respuesta a sefiales internas (subcelulares) o externas (ambientales,
intercelulares). Por otro lado, la regulacion de la expresidn puede estar mediada por factores de trans-
cripcion, genéticos y epigenéticos. Los principales factores de transcripcion para la regulacién espacial
son los productos de los genes Hox en animales y de los genes de las cajas MADS en plantas'?(Shore y
Sharrocks, 1995; Pearson et al., 2005; Niklas y Newman, 2013). Todo el conjunto de sefales internas y
externas que dictaminan la expresion diferencial puede ser visto como una red compleja con multiples
asas de retroalimentacion, en donde los atractores alcanzados son los diferentes fenotipos expresados
(Kauffman, 1969; Salazar-Ciudad et al., 2000). Este ultimo punto se explotard con mayor detalle poste-
riormente.

Al igual que la comunicacion y la adhesion celular, la expresién celular diferencial y su concomi-
tante regulacion son elementos clave en los organismos unicelulares. Por poner un ejemplo, en el caso
de algunas algas unicelulares como las Chlamydomonas, la presencia de luz activa el movimiento de los
organismos hacia una zona fotica favorable en donde llevan a cabo la fotosintesis; en cambio, la ausencia
de luz impulsa la entrada de la célula hacia la mitosis. El alga tiene por lo tanto una expresién diferencial
de acuerdo a una sefial ambiental. Por otro lado, de los casos mas estudiados es el de Saccharomyces
cerevisiae, cuya red de regulacién transcripcional, dependiente de factores internos y externos determi-

na las diferentes funciones del organismo (Lee et al., 2002). Finalmente, elementos de genes Hox han

"Se hace énfasis en diferenciar regulacién de expresion ya que una cosa es que las células respondan diferencialmente en
funcidn de los estimulos internos y externos y otra diferente es que esta expresion sea regulada genética o epigenéticamente.
2Aunque también se han localizado genes Hox en plantas, por lo que la separacién no es absoluta.
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sido encontrados en Coanoflagelados (Ruiz-Trillo et al., 2007), al igual que elementos de las cajas MADS

lo han sido en algas unicelulares , aunque con funciones no definidas todavia (Tanabe et al., 2005).

1.3.2. Cooptacion de los mecanismos

La presencia de muchos de los diferentes elementos moleculares esenciales para la generacion
de la multicelularidad (comunicacién, adhesién y expresidn diferencial) en organismos unicelulares deja
pensar que estos elementos podrian haber ya existido de manera previa al origen de la multicelularidad.
Por lo tanto, en el origen de la multicelularidad, estas herramientas no evolucionaron de novo sino que
fueron mas bien cooptadas, es decir, llevadas a cumplir una nueva funcién (Newman et al., 2006; Rokas,
2008a; Niklas y Newman, 2013). Paralelamente, es probable que otros procesos como el intercambio
de sustancias con el medio (como en bacterias) ya existiera en organismos unicelulares actuales y que
tomaran sentido de comunicacién como consecuencia del acercamiento de las células. Finalmente, los
casos mas sencillos de comunicacion citoplasmatica sélo requieren una deficiencia en la divisidn, por lo
que pudo haber sido un proceso simultaneo al origen de la multicelularidad. (La regulacion del tamafioy
de la permeabilidad de estos canales se piensa como un proceso genética posterior (Bloemendal y Kiick,
2013)). El conjunto de genes presentes en todos los organismos multicelulares y en algunos organismos
unicelulares es conocido como el toolkit genético (Newman et al., 2006).

Por lo tanto, para estudiar los mecanismos que dieron origen a los primeros organismos multice-
lulares es factible empezar desde entes unicelulares con propiedades basicas de adhesidn, comunicacién
y algun tipo de expresidn diferencial. Ahora bien, la combinacion de estos factores pudo haber llevado
a la formacidn de masas celulares con ciertos niveles de diferenciacion espacial en patrones especificos,

lo que se revisara en la siguiente seccion.

1.4. Origendelos primeros patrones de organizacion espacial a través
de la interaccion intercelular

El origen de la diferenciacidén espacial es uno de los procesos mas importantes en la evolucién

de la multicelularidad. En efecto, los organismos multicelulares actuales presentan patrones de distri-
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bucién de tipos celulares muy especificos (Maynard-Smith y Szathmary, 2000). Sin embargo, segiin unos
cuantos autores(Furusawa y Kaneko, 2002; Newman et al., 2006; Newman y Bhat, 2009), los primeros
eventos de diferenciacion espacial pudieron haber sido una consecuencia necesaria o inevitable de la
interaccién entre células con propiedades fisicas y quimicas (adhesién, comunicacidn y expresion dife-
rencial) y no necesitaron cambios genéticos sustanciales, contrariamente a lo que postula la vision clasica
de evolucién adaptativa (Huxley et al., 2010). En esta seccion se revisard por un lado la postura clasica
de evolucion para después revisar la propuesta de Newman y colaboradores (2006, 2009) y la propuesta

de Furusawa y Kaneko (2002).

1.4.1. Origen de los patrones de organizacion en el origen de la multicelularidad

desde una vision adaptativa; critica y nueva propuesta.

Bajo la visidn clasica de evolucion adaptativa, la complejificacion de las formas y los tipos ce-
lulares es basicamente resultado de cambios graduales en el genotipo (mutaciones aleatorias) que se
mantienen por medio de la seleccién natural o de la deriva génica'3, y se traducen en cambios graduales
en el fenotipo (Huxley et al., 2010)". En el desarrollo de los organismos multicelulares actuales, la ex-
presion diferencial es mediada en parte por redes de factores de transcripcidon como los genes Hox, DIx,
Pbx (Pearson et al., 2005; Newman y Bhat, 2009) y las cajas MADS (Shore y Sharrocks, 1995). Por lo tan-
to, siguiendo la visién de la evolucién adaptativa, los diferentes tipos celulares y su organizacién en los
primeros agregados multicelulares son resultado de la modificacién gradual, en primera instancia, de los
genes reguladores del desarrollo; estos alteran la expresion de cada célula al igual que su comunicacion,
llevando a patrones de organizacién multicelular que posteriormente se pueden seleccionar (Newman
y Bhat, 2009).

En el contexto de la transicidn a la multicelularidad la visidn cladsica se ha visto confrontada con

ciertas contradicciones o retos. Por ejemplo, la famosa explosiéon cambrica (Morris y Morris, 1998) en

BHay en principio otras fuerzas, como el flujo génico y la reproduccion sexual.

4Este esquema de evolucion adaptativa —resumido en la Teoria Sintética— ha sido criticado en algunos campos de la biolo-
gia del desarrollo ya que asume una correspondencia directa y generalmente lineal entre el genotipo y el fenotipo; dejando
de lado todos los procesos no lineales como la regulacidén genética, el papel del ambiente y las posibles restricciones es-
tructurales en el desarrollo (Webster y Goodwin, 1996; Pigliucci et al., 2006). Algunos autores han explicado que para tener
una visién mas integral del desarrollo es necesario tener un enfoque organismico y ver al proceso de morfogénesis como un
proceso dindmico (Webster y Goodwin, 1996; Benitez, 2011)
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la cual, durante un periodo de tiempo relativamente corto, surgieron todos los planes corporales de los
metazoarios sin que haya habido por ello un cambio genético correspondiente. Aunado a esto, grupos
de metazoarios actuales distanciados evolutivamente desarrollan estructuras con formas muy distintas
pero con funciones analogas por medio de los mismos factores de transcripcion (e.g. Pax6/eyeless en el
desarrollo del ojo); es decir, utilizan el mismo toolkit genético (Newman et al., 2006). Para poder explicar
estos escenarios y proponer diferentes causas explicativas de los primeros patrones de organizacién
espacial®™, otros investigadores han utilizado un esquema en donde las interacciones fisicas y quimicas
son los protagonistas de los primeros procesos morfogenéticos y de diferenciacidn espacial; en cambio,

la regulacidn genética es posterior (Furusawa y Kaneko, 2002; Newman et al., 2006).

1.4.2. La morfogénesis como una consecuencia de las interacciones fisicoquimicas

Clasificacion del toolkit genético e implicacion evolutiva

Newmany Bhat (2009) argumentan que el toolkit genético ancestral de los organismos —presente
en muchos organismos unicelulares, como se revisd en la seccién anterior— se puede clasificar en dos
grupos: en reguladores transcripcionales del desarrollo (RTD) y en médulos formadores de patrones
(MFP). El primer grupo corresponde a todos los mecanismos de regulacion de la expresidon diferencial
de la célula, que evolucionaron en los miles de millones de anos previos a la multicelularidad como por
ejemplo Pax6/eyeless o Hox (Kaiser, 2001; Newman y Bhat, 2009). El segundo paquete corresponde a
todos aquellos genes relacionados a la interaccidn intercelular como aquellos que codifican la adhesion
celular o la comunicacién (por ejemplo Wnt, caderinas, Notch). Para Newman y Bhat (2009), los RTD no
tuvieron un papel protagdnico en los primeros procesos morfogenéticos ya que no rebasan las fronte-
ras celulares y son exclusivamente reguladores de una expresién diferencial ya se llevaba a cabo (e.g.
las diferentes funciones en Chlamydomonas). En cambio, los MFP, acoplados a la expresion diferencial
de cada célula, al estar directamente relacionados con la interaccidn fisica y quimica entre células diri-
gieron los primeros pasos del desarrollo. Dicho en otros términos, los primeros procesos de desarrollo y
patrones de organizacidn celular estaban menos regulados genéticamente y tuvieron que haber seguido

reglas mas generales dictadas por las interacciones fisicas y quimicas entre las células y con el ambiente

>Organizacion espacial se refiere en este trabajo a la regionalizacion de los tipos celulares en un organismo multicelular.
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(Bonner, 2000). La regulacion de los patrones por el conjunto RTD seria un proceso posterior (Newmany

Bhat, 2009). A continuacidn, se revisan los posibles patrones resultantes de la interaccién entre los MFP.

Mddulos formadores de patrones

La idea fundamental de Newman y colaboradores (2006, 2009) es la siguiente. Los MFP (sub-
conjunto del toolkit genético) de cada célula regulan la adhesidn, la comunicacién, la polaridad al igual
que las oscilaciones quimicas internas. Cuando las células entran en contacto en una masa celular, la in-
teraccién de los MFP va a generar dinamicas fisicas y quimicas emergentes, similares a las propiedades

de materiales blandos y excitables (Fig. 1-4).

ADH

I\ / POL
ADD
\ GRA

EXD
& .

Figura 1-4. Esquema del efecto de la interaccidon entre los diferentes médulos formadores de patrones.
Las células verdes y azules son pensadas como dos tipos de expresidn celular —o tipos celulares— dife-
rentes. Las bandas amarillas denotan zonas de la célula con baja adhesion celular. ADH: Adhesion, INL:
Inhibicidn Lateral, ADD: Adhesién Diferencial, POL: Polaridad, GRA: Gradiente, EXD: Expresién Diferen-
cial. Imagen construida a partir de los MFP propuestos por Newman y Bhat (2009).

Para empezar, el médulo de adhesion ADH es de los mas importantes ya que un aumento en
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el nivel de adhesion' permite un acercamiento fisico entre las células, condicion sine qua non para la
evolucion de la multicelularidad (Bonner, 1998, 2000, 2003) (Figura 1-4).

Por otro lado, la accidn conjunta de la comunicacidn celular (y difusién de sustancias) y la reac-
cion interna de cada célula generan otros MFP. Por ejemplo, si ciertas células del agregado secretan una
sustancia X, generaran un gradiente (GRA) a lo largo del agregado (Fig. 1-4). Ahora bien, si las células
tienen una expresion diferencial (EXD) segun la concentracidn de la sustancia X, esto conllevara a una
regionalizacion de tipos celulares en el agregado (Fig. 1-4). Con un organismo sintético, Basu et al. (2005)

ejemplifican este mddulo (explicado en la Figura. 1-5).

Figura 1-5. Organismo sintético formado por Basu y colaboradores (2005). Unas células fuente generan
AHL (en rojo); otras células producen una proteina fluorescente GFP (en verde) a concentraciones inter-
medias de AHL. Se forman patrones de expresion celular que dependen de la localizacion de la fuente
de AHL. a. Simulacién computacional de la deteccion de GFP con dos células secretoras, b-d. diferentes
patrones de expresién de GFP segun la localizacidn del las células secretoras. Modificado de (Basu et al.,
2005).

Aunado a ello, los sistemas de reaccidn interna como la inhibicion lateral (INL) pueden generar
patrones en puntos o en bandas segun el dominio (Meinhardt y Gierer, 2000; Nijhout, 2003). Aqui, la
expresion de un componente en una célula inhibe la produccién del mismo en las células vecinas. Un
ejemplo biolégico es el de las cianobacterias filamentosas en donde la presencia de nitrégeno en las

células impide la diferenciacién en heterocistos. Las cianobacterias requieren de diferentes nutrientes

8El mecanismo molecular por el cual se dio este aumento puede variar mucho entre organismos. En efecto, un cambio
genético o en el ambiente y en el criterio de seleccién pudo haber aumentado la adhesividad de las células (Grosberg y
Strathmann, 2007), la tasa de secrecion de matriz extracelular (Boraas et al., 1998; Kirk, 2005) o simplemente forzado una
citocinésis incompleta (Ratcliff et al., 2012; Niklas y Newman, 2013)
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como nitrégeno, fésforo y oxigeno para completar su ciclo de vida. Cuando el nitrégeno en su forma
soluble escasea (N H,” o amonio) en el medio, la concentracién del mismo en algunas células llega a
un umbral minimo. Estas células se diferencian en heterocistos y fijan nitrogeno atmosférico (/N;) bajo
forma de N H, . Al pasarle el amonio a las células vecinas, impiden que éstas lleguen al umbral minimo

y que se diferencien en heterocistos; generan asi un patrén caracteristico (Fig. 1-6) (Meeks et al., 2002).

Figura 1-6. Fotomicrografia de contraste de fase de Nostoc punctiforme mostrando la disposicién de los
heterocistos a distancias bien definidas (8 % del filamento). La barra representa 10 pm. Modificado de
(Meeks et al., 2002)

Finalmente, si un agregado multicelular estd compuesto por dos tipos de células cuya adhesién
no es la misma (la adhesion es diferencial ADD), esto puede conducir necesariamente a una segregacion
y un ordenamiento celular (Fig. 1-4) (Miiller, 2007). La segregacién celular por ADD explica en parte el
fenédmeno de gastrulacion (Gilbert, 2006). Bajo la misma légica, si en un agregado con un tipo celular, las
proteinas de adhesidon no estan uniformemente distribuidas, se genera un polaridad (POL) que puede
llevar a la formacidn de una cavidad como el lumen (Fig. 1-4) (Mller, 2007).

Para Newmany colaboradores (2006, 2009), la combinacion de estos diferentes mddulos podria
originar los diferentes planes corporales de los metazoarios y la regulacidon genética por factores de
transcripcion seria un evento posterior, mediado por la seleccién estabilizadora. Ademas, la propuesta

de Newman ha sido elegantemente ampliada por Hernandez-Hernandez et al. (2012) en plantas.

La diferenciacion espacial como consecuencia de la comunicacidn celular en sistemas dindmicos

Una segunda propuesta —que resalta la importancia de las interacciones locales celulares en la

formacion de patrones—es la de Furusawa y Kaneko (2002). Segun estos investigadores, la diferenciacion

7Es notable que en sedimentos datados de 600 Ma, se han encontrado este tipo de formas, bastante tiempo antes de la
explosidon cambrica en donde surgen las formas complejas de los metazoarios (Xiao et al., 1998).
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espacial en los agregados es una consecuencia directa del crecimiento de un agregado compuesto por
células con una red dindmica y comunicacion intercelular (revisar también Bonner (2004)).

En un modelo matemadtico espacial, Furusawa y Kaneko (2002) suponen que las células poseen
un conjunto de propiedades locales, como la adhesidn, la comunicacién intercelular y una red interna
que regula su ciclo celular, su tipo celular y su muerte. Los tipos celulares alcanzados son equivalentes
a los atractores de la red interna' (Kauffman, 1969; Huang y Ingber, 2000; Alvarez-Buylla et al., 2007)
y dependen del acoplamiento™ de la red con las redes de las otras células y con el medio. En estado
unicelular, como las condiciones del medio son las mismas (y no hay células vecinas), se alcanza siempre
el mismo atractor. Cuando crece el agregado, algunas células quedan aisladas del medio y otras quedan
en contacto con el mismo, generando asi condiciones diferentes para cada una de las células, segln su
localizacion. Del mismo modo y debido al acoplamiento de las redes, cada cambio en una célula afec-
tard a las células vecinas modificando sus condiciones. Como resultado, las células alcanzan atractores
(tipos celulares) distintos en regiones especificas. En efecto, en la simulacion se generan patrones de
diferenciacion espacial en anillos y en bandas, segun los planos de divisién (Fig. 1-7).

En el trabajo de Furusawa y Kaneko (2002), la adhesidn entre las células es modelada como
resortes intercelulares, por lo que es fija a lo largo de la simulacidon. Por lo tanto, la Unica variable que
influye en su modelo es la comunicacion entre células y la dinamica interna de cada célula. El resulta-
do basico de su modelo es que el acoplamiento celular lleva necesariamente a la regionalizacién de la
expresion celular. Un ejemplo de este proceso de acoplamiento celular y regionalizacion es visible en el

patrén de determinacion de los tipos celulares en Dictyostelium (Bonner, 2000).

Creacion in vitro de nuevas masas celulares con cierto grado de diferenciacion

Existen dos ejemplos de evolucién de la multicelularidad in vitro que sustentan la importancia
de la adhesidn celular y la emergencia de la diferenciacion celular en agregados formados de novo (Rat-

cliffetal., 2012, 2013). Estos investigadores lograron recrear la multicelularidad en dos ocasiones a partir

'8la idea de comparar los tipos celulares con los atractores de una red dindmica de regulacion (que resume el conjunto de
interacciones genéticas y ambientales) fue propuesta originalmente por Kauffman (1969). En los métodos se ahonda mas en
este enfoque.

'E| acoplamiento se refiere a que los componentes de cada una de las redes, a través de la comunicacion celular, afectan
los componentes de las otras redes. De esta manera, la dindmica de una red influye directamente sobre la dindmica de las
otras redes. Las redes estan acopladas
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Figura 1-7. Resultados de la simulaciones de Furusawa y Kaneko (2002). Se muestra el desarrollo del
agregado celular en anillo. Cada color representa un tipo celular particular determinado por la red de
regulacién interna. Modificado de (Furusawa y Kaneko, 2002).

de organismos unicelulares. En ambos trabajos, construyeron un experimento de seleccion artificial por
gravedad. En una poblacién unicelular seleccionaban aquellos organismos que, bajo una fuerza centri-
fuga, se asentaban mads rapidamenteCada escenario de seleccion se realizé6 multiples veces.. En pocas
generaciones obtuvieron cimulos multicelulares formados por divisidn incompleta. En el primer traba-
jo, con Saccharomyces cerevisiae, la formacién del cimulo celular se dio por proteinas de membranay
en el segundo trabajo con Chlamydomonas reinhardtii la formacién del cimulo fue a través de la matriz
extracelular (Fig. 1-8). Por ultimo, pero no menos interesante, en los dos experimentos, los organismos
desarrollaron sistemas estables de formacidn de propdgulos unicelulares —sea a través de la muerte es-
pecifica de algunos tipos celulares que al morir permitian la separacion del cimulo celular en fragmentos
mas pequenos o a través del desprendimiento de la matriz extracelular— que maximizaban su velocidad
de crecimiento (Ratcliff et al., 2013, 2012). Por lo tanto, la formacién de las primeras masas celulares
con cierto grado de diferenciacion espacial no parece haber sido un evento muy complicado durante
el curso de la evolucion; ademas, parece posible que sea una consecuencia inevitable de la interaccién
fisica y quimica entre los organismos unicelulares. Esto va de acuerdo con la propuesta de cooptaciéon
de ciertos elementos clave de interaccion (como los componentes basicos de adhesidn y comunicacion)
durante la transicion a la multicelularidad. Los mddulos de adhesién y de comunicacidn son esenciales,
pero parecen tener tienen ciertas variables que no han sido estudiadas explicitamente, lo que se vera a

continuacion.
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(b)

Figura 1-8. Resultados de los experimentos de evolucién de la multicelularidad realizados con Chlamy-
domonas reinhardtii (a) y con Saccharomyces cerevisiae (b). a. Las flechas indican el punto de ruptura
de la matriz extracelular. b. Las células Rojas son aquellas que entran en apoptosis para permitir el des-
prendimiento de propagulos de menor tamafio. Modificado de (Ratcliff et al., 2012, 2013).

1.5. Tipos de comunicacion y fuerza de adhesidon en la generacion de
patrones; planteamiento del trabajo

La comunicacion y la adhesidn celular son caracteristicas necesarias en los modelos de New-
man et al. (2006) y Furusawa y Kaneko (2002) que definen la interaccién entre células. Por lo tanto,
en asociacidon con las redes de expresion internas, también determinan los primeros patrones de dife-
renciacion espacial. No obstante, cada uno de los organismos que transitaron hacia la multicelularidad
tuvieron diferentes mecanismos moleculares de comunicacién y adhesién, asociados entre ellos o no.
Por lo tanto, los mddulos de interaccion (adhesidn, comunicacion) y los patrones asociados a los mismos,
varian (Nijhout, 2003; Niklas, 2014). En la siguiente seccion se revisa por un lado qué diferencias impor-
tantes existen con respecto a la comunicacién y a la adhesién para explicar finalmente la problematica

del trabajo realizado.

1.5.1. Tipos de comunicacion: directa o indirecta

La comunicacion intercelular permite que se generen gradientes de moléculas al igual que un
acoplamiento dindmico entre las células y con el medio (Kaneko, 2003; Newman et al., 2006). Como se
reviso anteriormente, la comunicacion puede ser por contacto, por difusién, de manera directa o a través

del medio (Alberts et al., 2002). Algunos autores ya han trabajado sobre las diferencias que existen en la
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generacion de patrones de expresion de agregados formados a partir de células que se comunican por
contacto directo (e.g. Delta-Notch) o por difusion de sustancias (e.g. septos o plasmodesmos)(Salazar-
Ciudad et al., 2000)%°. En efecto, la velocidad de transmisidn entre estos dos tipos de comunciacion lleva
a patrones de expresion muy variados?'. Ademds, otros autores han diferenciado el hecho de que algunas
células sean secretoras y otras sélo receptoras en el tipo de comportamiento poblacional (Basu et al.,
2005; Youk y Lim, 2014)%2.

No obstante, no se ha realizado un modelo que diferencie la comunicacién directa (célula-célula)
y la comunicacidn indirecta (célula-medio-célula), ambos por mecanismos de difusion. La distincidn es
relevante por dos razones principales. Para empezar, la comunicacién indirecta presente en la agregacién
de algunos protistas (Bonner, 2000) o en el desarrollo de Volvox (Kirk, 2005) puede generar diferencias
espaciales resultado de la localizacion de la célula con respecto al medio. En efecto, la informacién de
una célula al interior del agregado que no puede comunicarse con el medio no sera la misma que la
de una célula periférica en contacto con el medio, acarreando posibles diferencias en la expresion?3. En
cambio, si las células pueden comunicarse sdlo de manera directa, no existird esta diferencia posicional.
Después, como explica Nijhout (2003), la forma de comunicacion influird directamente sobre las tasas
de difusién y degradacién de las moléculas y por lo tanto sobre los tipos de patrones que se pueden
generar. Por ejemplo, en el caso de la comunicacion directa, las tasas de difusion son altas y las tasas de
degradacién son las mismas en todas las células. En la comunicacién indirecta, como la sustancia cambia
de ambiente (pasa por el medio exterior), las tasas de difusion y de degradacion pueden ser variables
(en el modelo de Furusawa y Kaneko (2002), la comunicacidn es indirecta, pero las tasas de degradacién
en el medio y en las células es la misma). En efecto, la composicidn enzimatica no es la misma al interior

que al exterior de las células. Estas diferencias pueden influir sobre el grado de acoplamiento celular.

2%Vale la pena recordar que ambos mecanismos son considerados como comunicacidn directa, ya que necesitan un acer-
camiento fisico entre las células.

21Salazar-Ciudad et al. (2000) hacen una comparacion de los perfiles de expresion espaciales obtenidos a través de redes
de expresion celular, bajo dos escenarios de comunicacién: modelo de induccidn directa de contacto (DCIM por sus siglas en
inglés) y modelo de difusion (DM idem). En la discusion se hace una comparacion mas detallada con este modelo.

22En efecto, segun Youk y Lim (2014), en poblaciones densas, tener algunas células que secretan y reciben y otras que
sélo reciben permite generar comportamientos colectivos (como los autoinductores en bacterias). En cambio, los sistemas
que favorecen especificamente la secrecion de corto alcance y recepcidn de moléculas favorecen las conductas asociales y la
generacidn de estados bimodales (como en el caso de la autoreplicaciéon de linfocitos T) (Youk y Lim, 2014).

2 En el caso en donde la comunicacion es por difusion pasiva de moléculas que puedan atravesar libremente las mem-
branas y que por lo tanto tienen comunicacion directa como indirecta, tendran aun asi una diferencia posicional; no sera lo
mismo para una molécula atravesar dos o mds membranas al interior del agregado, que una sélo membrana al exterior del
mismo.
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1.5.2. Fuerza de la adhesion celular

La adhesidén celular es un factor fundamental para la formacién de cimulos celulares con di-
ferenciacién celular y para los procesos de segregacion celular en los agregados (Newman et al., 2006;
Newman y Bhat, 2009; Garcia et al., 2014) Especificamente, la adhesidon toma dos papeles. Primero co-
mo modulo de adhesién ADH (Fig. 1-4) permite la unidn entre las células (y por lo tanto abre la puerta
al acoplamiento entre células). En segundo, cuando la adhesidn esta asociada a los tipos celulares y es
diferencial ADD (Fig. 1-4) impulsa el proceso de segregacién celular (Newman et al., 2006; Newman y
Bhat, 2009). Cuando la adhesion no estd asociada a los tipos celulares (todas las células tienen la misma
adhesion), se dird que es general.

La adhesion general (alta, media o baja) de un agregado varia en funcién de la maquinaria
molecular de las células y puede tener efectos importantes en el tipo de acoplamiento de los primeros
agregados multicelulares. Tres razones motivan el hecho de diferenciar la intensidad en la adhesién.

En primer lugar, si en un agregado la fuerza de la adhesién celular disminuye, el movimiento
celular aumenta. Este es el caso en el desarrollo actual de los animales en donde la elevada tasa de re-
cambio de las proteinas disminuye la adhesién (Bloemendal y Kiick, 2013) e incrementa el movimiento?*.
En cambio, en otros organismos como las plantas, algas o bacterias en donde el mecanismo de adhesion
es dado por la pared vegetal y/o una division incompleta (Scheres, 2001; Sebé-Pedrés et al., 2013), la ad-
hesidn es alta y el movimiento celular es bajo (Niklas, 2014). La diferencia en la adhesion general (baja o
alta) es importante ya que, en el caso de la adhesion baja, el movimiento hara que cada célula cambia su
posicion relativa a las otras células, lo que afecta el acoplamiento celular. En segundo lugar, la adhesién
celular puede estar relacionada con la comunicacién, seglin el mecanismo molecular que ocasiona cada
uno (Niklas, 2014). Por lo tanto, la combinacidn de los tipos de comunicacién con la fuerza de adhesion
puede ejemplificar algunas de las diferencias en los procesos de desarrollo. Por ejemplo, en el caso de
las plantas o los hongos con plasmodesmos y septos, la comunicacion es directa y la adhesion es alta.
En el caso del desarrollo animal, la comunicacién es directa (uniones gap) y la adhesion es baja. Final-

mente, en algunos procesos de desarrollo, la fuerza de adhesidn puede ir cambiando en el tiempo. Es

24En el desarrollo de los animales, la adhesion no es general, ya que esté asociada a los tipos celulares y constituye un
proceso morfogenético esencial(Gilbert, 2006). No obstante, es factible pensar que en algunos de los primeros agregados
celulares, la adhesion habria sido baja sin estar asociada a los tipos celulares, siendo entonces general
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el caso del desarrollo de bacterias multicelulares con una fase movil unicelular y multicelular y una fase
estatica multicelular Myxoccocus xanthus (Kaiser, 2001). Estudiar el cambio en la fuerza de adhesidn en

el tiempo puede arrojar pistas sobre los procesos de desarrollo de estos organismos.

Por todo lo anterior, es interesante evaluar el efecto de la fuerza de adhesion (y su cambio en
el tiempo) en la generacién de los primeros patrones de diferenciacién celular, al igual que su conexién

con la comunicacion celular.

1.5.3. Planteamiento del trabajo

La divisién de funciones y la concomitante diferenciacién celular en los primeros organismos
multicelulares es una de las caracteristicas clave en la transicion a la multicelularidad (Maynard-Smith y
Szathmary, 2000). De manera especifica, es interesante saber qué mecanismos subyacen a esta diferen-
ciacion (es decir el como de los primeros patrones de diferenciacion celular en el agregado). Estudiar los
mecanismos de formacion de los primeros organismos multicelulares arroja luz sobre los principios gene-
rales del desarrollo actual, por lo que es extremadamente relevante (Bonner, 2000). Como se argumento
previamente, algunas hipoétesis sustentan el hecho de que los patrones de diferenciacidn y organizacién
espacial de los tipos celulares en los primeros organismos multicelulares se pueden entender como una
consecuencia de la interacciéon de componentes de adhesion, comunicacion, polaridad y la regulacién
de la expresién (Newman et al., 2006) por un lado, y del acoplamiento de las redes de regulacion por
el otro (Furusawa y Kaneko, 2002). En efecto, combinando los médulos de adhesién, comunicacién vy el
acoplamiento celular Furusawa y Kaneko (2002) y Newman et al. (2006) han generado diferentes tipos
de patrones emergentes de diferenciacidn espacial en los primeros organismos multicelulares.

En este trabajo se quiso ampliar esta visidn agregando ciertos factores que no habian sido eva-
luados sistematicamente por los autores previos como los diferentes tipos de comunicacién que pueden
tener las células (directa e indirecta) y la fuerza de la adhesion (alta, media o baja). Se piensa que estos
factores modifican el tipo de interaccidn entre las células y por lo tanto los patrones de diferenciacion
espacial generados en el origen de la multicelularidad. La importancia de diferenciar estas variables se

explica en la seccidon anterior; no obstante, es importante resaltar que la diferencias en la comunicacién
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y la adhesién se encuentran ya en organismos unicelulares?®®. Por lo tanto, tiene sentido, en el cuadro
del origen de la multicelularidad, tomarlas en cuenta.

En consecuencia, lo que se realizd fue un analisis tedrico de la influencia de los tipos de comuni-
cacion y fuerza de la adhesion, asociadas a una red de determinacion celular (o de expresion diferencial)
en la generacién de patrones de diferenciacién celular en los primeros organismos multicelulares. Para
ello, se decidid construir un modelo matematico. Los modelos matematicos permiten simplificar e inte-
grar las diferentes variables (con multiples escalas) para buscar su relacién. Ademas, suponen un claro
proceso de abstraccion, por lo que los resultados obtenidos son principalmente cualitativos; es decir,
permite la busqueda de ciertos principios generales — lo que ve acorde a la busqueda de principios ba-
sicos del desarrollo (Bonner, 2000). En la siguiente seccion se ahonda mas sobre los tipos de modelos

matematicos y el tipo de modelo usado.

1.6. Modelar de la naturaleza

Muchos procesos sociales y biolégicos tienen una gran cantidad de variables relacionadas de
manera no lineal; por lo tanto es esencial abordarlos desde un enfoque integral. Una manera de hacerlo
es a través de la busqueda de los elementos cualitativos, con la ayuda de modelos (Waddington, 1977;
Levins, 2014).

Uno de los objetivos de modelar un fenémeno de la naturaleza o algun proceso social es dis-
tinguir los factores que tienen influencia en la explicacion del proceso de los factores que no tienen.
Para poder identificar estos factores es esencial realizar una simplificacion del fenédmeno; es decir aislar
ciertas caracteristicas de la naturaleza y ver qué tipo de relacién tienen entre ellas. Esta simplificacion es
necesaria y natural en el proceso cognitivo del ser humano. Es necesaria ya que el grado de complejidad
de los fendmenos naturales es muy alto y sélo simplificandolos podemos entenderlos; es natural ya que,
en sentido amplio, realizamos lo mismo con toda la informacién que nos llega del medio exterior: lo in-
terpretamos y modelamos segun el tipo de informacién (Waddington, 1977). Por medio de este proceso

se generan conceptos y se realiza la busqueda de leyes de la naturaleza (Waddington, 1977). Un ejem-

25por ejemplo, la diferencia en la fuerza de adhesion va a depender del mecanismo molecular de adhesién (pared celular,
integrinas, etc.) asociadas al tipo celular. A su vez, los tipos de comunicacion (directa e indirecta) estan determinadas por el
tipo de division celular, el tipo celular y los diferentes mecanismos de secrecién de sustancias
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plo candnico es la utilizacion de mapas para ilustrar procesos demograficos, sociales o naturales en un
territorio definido; se escogen ciertas variables con el fin de ver qué tipo de relacién tienen entre ellas.
Es decir, se sacrifica informacién para obtener conocimiento (Miramontes, 1998).

Incluso, aunque se pudiera realizar una representacion sistematica y fidedigna de toda la reali-
dad, seria inoperable, ya que como explica tan acertadamente Borges en Historia universal de la infamia,

seria lo mismo que la realidad:

«En aquel imperio, el arte de la cartografia logrd tal perfeccion que el mapa de una sola pro-
vincia ocupaba toda una ciudad, y el mapa del imperio toda una provincia. Con el tiempo, estos mapas
desmesurados no satisficieron y los colegios de cartégrafos levantaron un mapa del imperio, que tenia
el tamafio del imperio y coincidia puntualmente con él. Menos adictas al estudio de la cartografia, las
generaciones siguientes entendieron que ese dilatado mapa era inutil y no sin impiedad lo entregaron a
las inclemencias del sol y de los inviernos»

(Borges, 1954)

Por lo tanto modelar un fendmeno no se trata solamente de traducirlo en simbolos, sino mas
bien de escoger ciertas variables, entender su relacion y conceptualizar los procesos. En |la Biologia se
emplean una gran cantidad de modelos; sistemas modelos, organismos modelo, modelos conceptuales
(e.g. genética de poblaciones) y modelos matematicos (Laubichler, 2007). Cada uno de ellos tiene aplica-
ciones diferentes, pero todos nacen de la misma necesidad de un entendimiento de la naturaleza. Aqui

nos enfocaremos en los modelos matematicos y computacionales.

1.6.1. Los modelos matematicos y computacionales en biologia

Una primera aproximacién al estudio de la complejidad se puede dar por medio de modelos
estadisticos (Laubichler, 2007). En este caso, lo que se busca es una correlacién entre variables; una de-
mocracia de factores (Levins, 2014). Si bien la aproximacion estadistica permite trabajar con una gran
cantidad de datos y ha sido una herramienta fundamental para la biologia, no intenta explicar los fené-
menos. Bajo esta visidn, se puede determinar qué factores estan correlacionados, pero no si tienen una

relacion causal uno con el otro.

30



CAPITULO 1. INTRODUCCION

Otra gama de modelos son aquellos que establecen relaciones causales entre los factores que
se estudian. Estos modelos se pueden dividir en modelos cuantitativos y cualitativos (Bonner, 2000), lo
que se relaciona directamente con su uso. Otra divisién complementaria de los modelos puede hacerse
en funcién de su grado de generalidad, precisidén y realismo (Levins, 1966) (Fig. 1-9).

Los modelos cuantitativos estdn relacionados con la descripcién de un sistema en especifico.
Su objetivo es cuantificar y realizar predicciones medibles sobre el sistema de estudio, con el fin de in-
tervenirlos (Bonner, 2000). Un ejemplo son los modelos de pesquerias que ponen en interaccion tasas
de reproduccidn, temperatura, salinidad del agua y otros factores. Aqui, los modelos tienen mucha pre-
cision y realismo, pero poca generalidad (Levins, 1966).

En el caso de los modelos cualitativos, el objetivo no es realizar predicciones de un sistema en
especifico, sino mas bien construir cierto entendimiento e intuicion mas general sobre un fenémeno
biolégico en sentido amplio (Levins, 1966; Bonner, 2000). Aparte de generales, los modelos cualitativos
pueden ser muy precisos (pero poco realistas) como algunos modelos fisicos, por ejemplo el modelo de
depredador-presa de Lotka-Volterra (Murray, 2002). En tales modelos, se omiten ciertos detalles que
son fundamentales en las poblaciones como los retrasos temporales, los estados fisioldgicos u otros,
lo que conduce a conclusiones no especificas a algun sistema, por lo que han sido criticados de poco
realistas (Levins, 1966)%®. Por ultimo, ciertos modelos omiten la precisidon para obtener generalidad y
realismo. En estos modelos se comparan variables extraidas directamente desde el sistema de estudio,
en términos relativos, con el fin de conocer el efecto de una sobre la otra y realizar ciertas conexiones
causales. Un buen ejemplo es el desarrollado por Levins (1962) para determinar la influencia de la he-
terogeneidad espacial y temporal del ambiente sobre el polimorfismo. Independientemente de si son
realistas o precisos, los modelos cualitativos intentan buscar los principios mas generales y sencillos, por
lo que parecen estar particularmente bien adaptados para estudiar el origen de la multicelularidad (es
decir, para buscar los principios generales del desarrollo) (Bonner, 2000).

Las hipotesis generadas en los modelos cualitativos pueden y deben a su vez ser comparadas

26No obstante, el modelo de depredador/presa de Lotka -Volterra cubre muchas limitantes de los modelos estadisticos. Por
ejemplo, si estudiamos la relacion ecolégica —depredador/presa— desde un enfoque estadistico tenemos lo siguiente. Desde
el punto de vista del depredador hay una correlacién negativa con la presa: siaumenta el depredador, la presa disminuye. En
cambio, desde el punto de vista de la presa, la correlacidn es positiva: si aumenta la presa, el depredador también (Levins,
2014). En cambio, los modelos de Lotka- Volterra agregan los componentes no lineales que ilustran de manera mas completa
la interaccidn.

31



CAPITULO 1. INTRODUCCION

con trabajos experimentales o in vivo (Laubichler, 2007).

Heterogeneidad
espaciotempora
y polimorfismo
(Levins, 1962)

‘ Modelos pesquerias ')
\ (Murray, 2002) ’

Figura 1-9. Clasificacion de los tipos de modelos matematicos segun Levins (1966) y Bonner (2000). Los
modelos pueden ser sea cualitativos o cuantitativos. Los modelos cuantitativos buscan precisién y rea-
lismo; por lo que sacrifican generalidad. Los modelos cualitativos, generales, sacrifican sea la precisién,
sea el realismo. Los modelos citados se explican en el texto.

(Lotka-Volterra)
(Murray2002)

> Cualitativo
> Cuantitativo

El desarrollo de los modelos matematicos esta relacionado directamente con las simulaciones
computacionales. En efecto, en algunos modelos cualitativos bastante flexibles, la visualizacién de los
resultados es crucial para entender la relacién de los fendmenos. Por otro lado, en campos como la
biologia del desarrollo y biologia tedrica en donde el objetivo es entender la formacidn de patrones, los

modelos matematicos espaciales con cierta visualizacién grafica son esenciales (Laubichler, 2007).

1.6.2. Modelos matematicos del origen de la multicelularidad

El estudio de la biologia del desarrollo tiene una gran brecha entre el exceso de informacion
genética (por el auge de la secuenciacién y otras tecnologias de alto rendimiento) y los patrones multi-
celulares y fenotipicos observados; es lo que se conoce como la caja negra del desarrollo (Murray, 2002).
El uso de modelos matematicos cualitativos —acompafiados de simulaciones computacionales— permite
postulary evaluar ciertos principios generales del desarrollo; su simple construccién obliga a preguntarse

cudles variables considerar y cuales no (Laubichler, 2007)%.

7Unos ejemplos significativos son la modelacion de asimetrias durante el desarrollo (Rasskin-Gutman y Izpistia-Belmonte,
2004), del desarrollo de diferentes drganos o tejidos como la angiogénesis inducidas por tumores (Mantzaris et al., 2004),
del desarrollo de los huesos por mecanismos de reaccién-difusién (Zhu et al., 2010) o del control del ciclo celular en Xenopus
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Aunado a esto, una manera de entender los principios generales del desarrollo es estudiando el
origen del mismo, que en otras palabras, corresponde al origen de la multicelularidad (Bonner, 2000). En
el estudio del origen de la multicelularidad han habido toda una serie de modelos matematicos, con dife-
rentes supuestos y herramientas —muchos de los cuales ya se revisaron anteriormente. Algunos de estos
se han enfocado en entender el origen de la agregacidn, sea por adhesién por el contacto célula-célula
(Sozinova et al., 2005) o por diferencias en la movilidad (Beatrici y Brunnet, 2011). Otros han busca-
do mas bien una relacién entre el origen de la multicelularidad y el mantenimiento de la cooperacién
(Tarnita et al., 2013; Pfeiffer y Bonhoeffer, 2003).

Por otro lado, y lo que mas interesa para este trabajo, algunos modelos se han enfocado en estu-
diar la emergencia de patrones de diferenciacién celular y formas multicelulares a partir de la interaccion
de propiedades locales. Muchas de las herramientas empleadas en estos trabajos se recuperaron parala
construccién del modelo aqui realizado. Para empezar, ciertos estudios se han enfocado en la relacién
entre las redes de regulacién en las células, la comunicacion celular y el surgimiento de patrones de dife-
renciaciéon espacial en el proceso del desarrollo (Meinhardt, 1983; Collier et al., 1996; Salazar-Ciudad et
al., 2000; Benitez et al., 2008; Azpeitia et al., 2010) o especificamente en el origen de la multicelularidad
(Furusawa y Kaneko, 2002).

Complementarios a estos trabajos, otros modelos toman en cuenta dindmicas celulares como
la adhesidn o el movimiento celular; estos elementos generan a nivel grupal procesos morfogenéticos
variados (Newman, 2003). Aqui el enfoque que se quiere retomar es el de la modelacion multiescala.
En efecto, se deben tomar en cuenta procesos intracelulares (expresion de diferentes proteinas a nivel
celular), intercelulares (difusidn de sustancias) y tisulares (por la formacion del agregado multicelular).

Muchas de estas herramientas fueron utilizadas en la construccion del modelo, lo que se ex-
plicard con mas detalle en el método. Teniendo en cuenta el alcance de los modelos matematicos se
procede a continuacion a explicar los objetivos claros del trabajo que buscan resolver la problematica

expuesta en la seccidn anterior.

(Novak y Tyson, 1993). Estos modelos son multiescala, es decir, toman en cuenta escalas moleculares, celulares, tisulares y
organismicas (Glazier et al., 2007). No obstante, no son tan Utiles para este estudio ya que tienen supuestos no validos para el
origen de la multicelularidad, tales como dominios tisulares ya dados o redes de regulacidn genética especificas a un sistema.
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2. Objetivos e Hipotesis

El objetivo general del trabajo es estudiar, por medio de un modelo computacional, la influencia
del tipo de comunicacién y de la fuerza de adhesion en la generacidn de patrones de diferenciacién

espacial en los primeros agregados multicelulares.

En tanto que los objetivos particulares, derivados del anterior, son los siguientes:

- Construir un modelo matematico dinamico de Potts' que simule la interaccion de entes unice-
lulares con diferentes propiedades locales (red interna de regulacién, volumen, superficie, comunicacién
y adhesién celular).

-A partir de este modelo, evaluar si las diferencias en los tipos comunicacién —directa, indirecta
o0 ambas— son suficientes para generar distintos patrones de organizacién en la formacion de agregados
multicelulares.

- Evaluar el papel de la fuerza de adhesién —alta, media alta, media y baja —, en combinacion
con el tipo de comunicacion, en la generacién de dichos patrones.

- Analizar la robustez y estabilidad de cada uno de los patrones de diferenciacion celular recu-
perados, ante perturbaciones quimicas y diferentes condiciones iniciales.

- Discutir los patrones obtenidos en funcion de las hipdtesis deNewman y Bhat (2009) y Furu-
sawa y Kaneko (2002) sobre la origen fisicoquimico de los primeros patrones de especializacién celular

y compararlos con algunos procesos de desarrollo de organismos multicelulares simples.

La hipétesis del trabajo es la siguiente:

Las diferencias en la fuerza de adhesion y/o en el tipo de comunicacidn entre células —con una
red interna de expresién diferencial— llevaran a la generacién de distintos patrones estables de organiza-
cion espacial de los tipos celulares en nuevos agregados multicelulares. Estos a su vez serdan comparables

a algunos patrones de organizacidn de organismos multicelulares simples.

'Los modelos de Potts se explican con mayor detalle en los métodos.
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3. Meétodos

3.1. Construccion del modelo

Para estudiar el efecto de la comunicacién y de la adhesidn celular en la formacion de patrones
de diferenciacion espacial —analogos a aquellos formados en el origen de la multicelularidad— se plan-
ted un modelo computacional. En el modelo, las células poseen una red interna de expresion diferencial
(que determina el tipo celular), movilidad, un volumen y una superficie celular. Por otro lado, cada célula
tiene un tipo de comunicacidn; ya sea directa (célula-célula), indirecta (célula - medio exterior - célula) o
una combinacion de ambas (mixta). Las células también tienen alguna fuerza de adhesion (alta, media-
alta, media o baja). La combinacién de los diferentes tipos de comunicacion y niveles de adhesion nos
da los diferentes escenarios evaluados en el trabajo. Las caracteristicas enunciadas (movilidad, adhe-
sién, comunicacién, red interna, volumen y superficie) se trabajaron sin detallar sus causas moleculares,
solamente asumiendo que existen y estudiando sus efectos. Propiedades como la muerte y la divisidén
celular por un lado y un escenario evolutivo (e.g. adecuacién, paisaje adaptativo) no son consideradas

en este modelo; sin embargo, deberan ser agregados en trabajos posteriores.

3.1.1. Red interna de expresion diferencial

El primer elemento del modelo es la red interna de expresion de cada célula. Esta esquemati-
zara la dindmica interna de la células que determina el tipo celular. En vista de la enorme cantidad de
interacciones —intracelulares, intercelulares y que ademas son dinamicas en el tiempo y en el espacio—
gue poseen los organismos unicelulares actuales, ciertos enfoques como la teoria de redes son de enor-
me ayuda (Kauffman, 1993; Salazar-Ciudad et al., 2000; Huang y Ingber, 2000; Espinosa-Soto et al., 2004;
Benitez et al., 2008).

En las redes de regulacion, los genes, proteinas o factores ambientales se representan como
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nodos y sus interacciones (activacion, represién) como conexiones entre los mismos (Kauffman, 1993).
A su vez, cada red va acompaiiada por un conjunto de reglas que determinan el estado de los nodos
a todo momento; es decir, su dindmica. Eventualmente, la dindmica de la red llega a un conjunto de
estados estables conocidos como atractores. Hace mas de 50 afios, Kauffman postuld que los estados
estables de las redes podrian corresponder a los diferentes tipos celulares de los organismos (Kauffman,
1969). Esta hipotesis ha sido comprobada por algunos trabajos en donde los estados de los nodos en los
atractores corresponden efectivamente a los perfiles de expresion de los tipos celulares (Huang y Ingber,
2000; Espinosa-Soto et al., 2004; Benitez et al., 2008).

Las redes de regulacion pueden incorporar funciones discretas (por medio de reglas légicas)
o continuas (ecuaciones diferenciales) para describir las reglas que gobiernan su dindmica. A su vez,
pueden incorporar un elemento estocastico por medio de perturbaciones, lo que evita que sean deter-
ministas y permite tener una medida de la robustez de la dindmica (ver Figura 3-1) (Alvarez-Buylla et al.,
2007).

En este trabajo se utilizd un modelo de activador- inhibidor. Este modelo es un caso particular
de los sistemas de reaccién-difusidon propuestos por Alan Turing en 1952, para explicar algunos procesos
de morfogénesis (Turing, 1952). El sistema activador-inhibidor es ubicuo en los procesos regulacién en
la naturaleza. Muchos procesos de generacidn de patrones parecen estar regidos por este sistema (for-
macion de pelos en raiz o de tricomas en las hojas de las Brassicaceas (Benitez et al., 2007), generacion
de patrones en Drosophila melanogaster por los sistemas delta-notch de comunicacién (Collier et al.,
1996) o distribucion de los foliculos pilosos en mamiferos (Sick et al., 2006)).

En dicho sistema, un nodo activador activa un nodo inhibidor a una tasa r 47 y se activa a si
mismo a una tasa r44. A su vez, el nodo inhibidor reprime al nodo activador a una tasa ry4 (Fig. 3-2).

En el modelo el activador (A) es sintetizado a partir de un precursor (pA) y su sintesis es Activada
por A. A activa la sintesis del inhibidor (I) a partir de un precursor pl y a su vez [ inhibe la sintesis de
A. Ni A ni I tienen sintesis constitutiva. Por otro lado, A e I tienen una tasa de degradaciéon d4 y d;
respectivamente (Fig. 3-3).

Finalmente, se supone que pAy pl se encuentran en exceso, por lo que no limitaran la sintesis

de A nide I, cuya presencia sélo dependera del conjunto de activaciones y represiones explicadas. Todo
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Figura 3-1. Ejemplo de una red de regulacion con dos genes. (a). Red compuesta de dos elementos (X
y Y) con interacciones positivas (punta en flecha) y negativas (punta plana). (b) Tabla de verdad de la
red y representacion grafica de la trayectoria discreta resultante de aplicar la tabla de verdad. (c) Caso
continuo determinista dado por ecuaciones diferenciales y la representacion grafica de la trayectoria (d)
Caso estocdstico con una dindmica similar. Imagen modificada de Alvarez-Buylla et al. (2007).

esto se puede resumir en el sistema de ecuaciones diferenciales ordinarias 3.1.1y 3.1.2.

dAZ ’I“AAA2
= L —daA; 3.1.1
dt T]AIZ‘ ALy ( )
dl;
E = TA[A? — d][l (312)

En donde: A; = Concentracion del activador en la célula i. I; = Concentracién del inhibidor en la célula i.

Para simplificar, se tomd ky = raa/rra, ko = da, ks = ra; y ks = d; para obtener el siguiente sistema:

A; A2
ddtl — klj L koA (3.1.3)
dI;

d—t’ = k3 A? — kyl; (3.1.4)
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Figura 3-2. Modelo de regulacion negativa y positiva colapsada. Las conexiones con terminacion en flecha
representan un activacién, las conexiones con terminacion en évalo representan una inhibicion.
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Figura 3-3. Esquema del modelo de activacidn-inhibicidn. Las flechas continuas representan transforma-
ciones de los elementos y las flechas discontinuas representan las activaciones y las represiones. pA'y
pl son los precursores de Ay de I. Las cruces representan la degradacion de A y de I. La explicacidn
del esquema esta en el texto.

Cada una de las células posee esta red que simula las interacciones intracelulares. Los pardame-
tros k1, ko, k3 y k4 fueron escogidos en un espacio en donde el estado estable de la red es un atractor no
trivial de punto fijo, robusto a pequefios cambios en los parametros (el analisis cualitativo se presenta
en el Anexo). Especificamente, se escogieron los valores k; = 0.004, ko = 0.005, k3 = 0.005, k4 = 0.008
(Fig. 3-4).

Los estados estables alcanzados por la red son los tipos celulares. Si, en el punto estable, la
concentracién del activador es mayor a la concentracion del inhibidor, el tipo celular es Activada o Azul.
Si la concentracion del activador es menor a la concentracidn del inhibidor, se dird que el tipo celular es

Inhibida o Roja. (Fig. 3-5).
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Figura 3-4. Plano Fase del inhibidor contra el activador. Vemos las diferentes soluciones del sistema de
ecuaciones 3.1.3, 3.1.4, con diferentes condiciones iniciales marcadas en la grafica. Todas las soluciones
llegan a un atractor de coordenadas (1.280, 1.024).

3.1.2. Comunicacion entre células

Las células pueden tener tres tipos de comunicacion: directa, indirecta y mixta. Para este trabajo
se asumid que existe una sefial que se mueve y genera comunicacion entre las células'. El movimiento
puede ser através de las células (en la comunicacion directa), a través del medio (comunicacion indirecta)
o0 ambas (comunicacion mixta). La sefial es parte de la red de interaccidon —especificamente, el inhibidor

I es el elemento moévil-y no necesita receptores.

Esto es por supuesto una simplificacion ya que,in vivo, las células son bombardeadas continuamente por combinaciones
innumerables de sefiales quimicas y responden a cada una de éstas de manera diferencial (Alberts et al., 2002).
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Figura 3-5. Tipos celulares segun la concentracion del activador y del inhibidor para el caso del filamento.
Se representan las células en el eje horizontal y la concentracion de inhibidor / y activador A, en unidades

arbitrarias (u.a.) en cada una de estas células en el eje vertical. Si I < A, el tipo celular se torna Azul. si
I > A, el tipo celular sera Rojo.

Comunicacion directa

En la comunicacién directa, las células se pueden comunicar solamente si estdn en contacto una
con la otra (Fig. 3-6). Se asume que el transporte es pasivo, es decir por difusion, a una tasa d 2. Por lo

tanto, la cantidad de movimiento de [ va a depender Unicamente del nimero de vecinos de cada célula.

LT T T
ot fra, ot ", Rl e,
Ld * + * + 3
:’(::::)lll.a’(:::::)—‘//
-

-
L
ar

Célula €«

",

+*

Medio

Figura 3-6. Comunicacion directa. Al estar en contacto dos células, se pasan una proporcién d de inhibidor
de una a la otra. El flujo total de I dependera de la concentracién de I de cada célula. Las degradaciones
no son representadas. En dos dimensiones, la comunicacidn es definida de manera analoga.

Agregando el término de comunicacion directa, el cambio en la concentracion del inhibidor® es
representado por la ecuacion 3.1.5. Ya que el nUmero de vecinos es variable en el tiempo y depende de la

simulacién*, algunos términos de la ecuacion son no explicitos. El sistema de ecuaciones asi modificado

2El parametro d fue escogido dentro del espacio de parametros que generard patrones de Turing (Meinhardt y Gierer,

2000). Especificamente, se escogioé d = 0.009.
3En el caso del activador, no hay diferencia con respecto a la ecuacién 3.1.3 ya que éste no se mueve.
“Como se verd mas adelante, las células tienen movimiento y cambios en el tamafio.
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es analogo a los de reaccion-difusidn revisados por Meinhardt (Koch y Meinhardt, 1994).

dI; ) ,
— =k Af — kal + d> I = #(V))L,),j € V; (3.1.5)

En donde:
> I; = Suma de las concentraciones de inhibidor en las células pertenecientes al conjunto V; de vecinos
de la célulai. V; = V() es un término no explicitado y es calculado en la simulacién de CC3D. #V; =

Cardinalidad del conjunto V;(t), es decir, nimero de vecinos de la célula :.

Comunicacion indirecta

En la comunicacién indirecta, las células envian y captan al inhibidor del medio. El intercambio
se asume nuevamente como un transporte pasivo (a una tasa s). En el medio exterior, el inhibidor difunde

a unatasa D y se degrada a un tasa k5. El intercambio de I con el medio se realiza en la frontera de la

palich

LTy
[ "y
* ‘e

célula (Fig. 3-7).

LY} ammny
P '-.. L5 'n.'

Célula

. S s
Medio | D N \) b

Figura 3-7. Comunicacion indirecta. Cada una de las células intercambian con el medio una proporcién s
de inhibidor. El flujo total depende de la concentracidn al interior y al exterior de la célula. Al exterior de
la célula, el inhibidor difunde con una tasa D. Las degradaciones no son representadas. La comunicacion
es independiente de si las células estan en contacto o no.

En la ecuacion 3.1.6 se representa el cambio en la concentracién del inhibidor, nuevamente,
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con términos no explicitos. Finalmente, la difusidon exterior se define en la simulacidon por medio de la

ecuacioén 3.1.7.

dI,

E = kgAZQ - k4[z + S<[exti - [z) (316)
Iem

g 8tt = DV?I_ — ksl (3.1.7)

En donde: I, = Cantidad de inhibidor exterior en la superficie directa (con el medio) de la célula :.

I..: = Cantidad de inhibidor en el medio exterior.
Condiciones de frontera

El cambio en la concentracion del inhibidor en el medio adjacente a la célula ¢ ( I.,:,) sigue la

ecuacidn siguiente 3.1.8.

alexti
ot

= DV?1Lout, — kslewt, + 8(I; — Lowt,) (3.1.8)
Para este caso, los pardmetros escogidos son s = 0.009 para que d = s y que las diferencias entre los
tipos de comunicacién no sean resultado de las diferentes velocidades de difusion. A suvez, D = 0.009°
y k5 = 0.001. Como se podra notar, la degradacién al exterior del inhibidor es mas baja que al interior
de las células, i.e. k5 < k,. Este supuesto se hizo considerando el hecho de que al interior de las células,
contrariamente al exterior, las moléculas estan en constante degradacion por un diversidad enorme de

enzimas celulares. Es un supuesto importante a considerar para la interpretacién de los resultados. Las

condiciones de frontera en donde termina el medio son no periddicas y si tienen flujo®.

Comunicacion mixta

Finalmente, la comunicacién mixta es una mezcla de los dos escenarios anteriores. Es decir, las

células se pueden comunicar tanto por contacto directo como por secrecion del inhibidor al medio. Este

5En la simulacién, la difusién exterior es definida con el Laplaciano discreto sobre un conjunto de pixeles. Por otro lado,
como se vera mas adelante, cada célula tiene una longitud de 5 pixeles en promedio. Por lo tanto, para que la difusion de
inhibidor entre célula y célula d sea equivalente a la difusién del inhibidor al exterior, en la simulacion D = 5 x d = 0.045.

5Esto no tiene efecto alguno en los resultados de la simulacidn ya que por la tasa de degradacion de I.xt, nunca llega a
las fronteras.
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escenario es simplemente una combinacion de los dos anteriores (Fig. 3-8).

D D
D
S S S
S

amEmn
LA ."‘-.

Figura 3-8. Comunicacion mixta. Cada célula puede difundir una proporcién d de inhibidor a las células
vecinas. Por otro lado, cada célula intercambia una proporcién s de inhibidor con el medio. El flujo del
inhibidor dependera de las diferencias de concentracién en cada zona. Al exterior de la célula, el inhibidor
difunde con una tasa D. Las degradaciones no son representadas.

Se usara la ecuacion 3.1.9 para definir el cambio en la concentracién del inhibidor. El cambio en la con-
centracién del inhibidor en el medio exterior sigue las ecuaciones 3.1.7 y 3.1.8.
dl;

= ks A7 = kali + 5(Iew, — L) + A I; = #(V))11),j € Vi (3.1.9)

Los parametros escogidos son los mismos que en los casos anteriores.

3.1.3. Adhesion, movimiento, volumen y superficie celular

Cada una de las células tiene a su vez un nivel de adhesién, elemento clave para el origen de
la multicelularidad (Grosberg y Strathmann, 2007). Como se reviso en la introduccidn, ésta puede reali-
zarse a través de diversos mecanismos que permiten mas o menos movimiento, como la pared celular
en plantas, la matrix extracelular en animales y varios grupos de algas, los peptidoglicanos en bacterias
o la no citocinesis en los hongos (Grosberg y Strathmann, 2007; Shapiro, 1998). Se estudiaron 4 niveles

de adhesidn (alta, media alta, media, baja) y un control (adhesién nula). La adhesién nula es el grupo
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control. No hay adhesién por lo que no se forman agregados multicelulares (por ejemplo en algunas
poblaciones de bacterias). En segundo, cuando la adhesidn es alta’, el movimiento celular es nulo. Des-
pués, en los niveles de adhesiéon mas bajos (media alta, media y baja) el movimiento celular va a ser mas
elevado, generando un cambio constante de posicion de las células®. Por otro lado las células tienen un
movimiento aleatorio a través del medio. Finalmente, cada una de las células posee un volumen y una
superficie éptimas, que determina la forma de la célula.

La adhesidn, el movimiento, la superficie y el volumen de las células se implementaron a través
del programa computacional CC3D (https://www.compucell3d.org), endonde también se integra-
ron todas las otras caracteristicas de las células (red interna bioquimica y comunicacion) bajo un mismo
lenguaje. Este programa permite realizar una modelacidn multiescala y se presenta en la siguiente sec-

cion.

’Puede ser el caso de la pared celular en plantas o la matriz extracelular en algunos grupos de algas (Kirk, 2005).
8Este tipo de adhesion es muy comun en el desarrollo de animales, pero también en la agregacidn de algunos grupos de
bacterias (Myxoccocus) y de protistas (Dictyostelium).
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3.2. Implementacion computacional: CC3D

Para poder implementar el modelo, se utilizaron los Modelos Celulares de Potts (MCP), que
permiten la integracion de fendmenos multiescala como las redes quimicas internas con propiedades
celulares como la adhesion o el movimiento. En esta seccion se explican los antecedentes de los MCP

para después explicar el funcionamiento del programa y la implementaciéon del modelo.

3.2.1. Modelos Celulares de Potts: antecedentes

Los diferentes procesos celulares que se simularon en el trabajo (adhesidén, comunicacion, mo-
vimiento y red dindmica interna) tienen por si mismos un grado de complicacién altisimo con miles de
interacciones, tiempos y escalas distintas. Por lo tanto, para poder realizar una simulacion computacional
se tiene que recurrir a algun tipo de simplificacién.

Una primera manera de simplificar es ignorar los procesos celulares y subcelulares: si se igno-
ran las células, el tejido puede ser visto como un continuo con propiedades fisicas y quimicas generales.
Este enfoque ha sido util para representar tejidos densos o relativamente homogéneos como huesos,
matriz extracelular (Bassingthwaighte, 2000), pero no ha servido para representar procesos en donde
las propiedades individuales de las células determinan el comportamiento del conjunto (e.g. en el desa-
rrollo embrionario o en los primeros agregados multicelulares, las células migran y se reorganizan segun
sus propiedades de adhesiéon y movilidad). Consecuentemente, ignorar a las células no es una buena
suposicion para simular el desarrollo o el origen de la multicelularidad®.

Otra opcion es tratar a los procesos celulares fenomenoldgicamente. Es decir, asumir que el
fendmeno existe, como por ejemplo la divisién celular, pero no explicar sus causas. De esa forma, se
reducen millones de interacciones celulares y sélo se ven fendmenos; una célula se puede dividir, mover,
morir, diferenciar, cambiar de forma, ejercer fuerzas o secretar sustancias (Swat et al., 2012). Por lo tanto,
no se estudian los procesos celulares, sino mas bien, los efectos de cada uno de los fenédmenos en una

masa celular. Los modelos son en consecuencia puramente cualitativos. Un ejemplo de este enfoque de

9Aunque tiene mas sentido que otro tipo de simulaciones que se quedan a la escala celular y sélo sirven para representar
procesos intracelulares como el movimiento de microtubulos o la cinematica enzimatica en modelos cuantitativos (Slepchen-
ko et al., 2003). Ya que los multiples fendmenos intracelulares son computacionalmente muy demandantes, sélo se pueden
simular una o pocas células a la vez (Loew y Schaff, 2001).
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modelacion son los Modelos Celulares de Potts (MCP).

Los MCP, o también conocido como modelos Glazier-Graner-Hogeweg (GGH), estan basados
en los modelos fisicos de Potts que simulan las transiciones de fase de la agregacion, fusion y engrosa-
miento de granos metalicos o de burbujas de jabdn. Glazier et al. (2007) modificaron estos modelos para
poder simular ciertos procesos biolégicos (e.g. la segmentacion, la blastulacién y la gastrulacién (Drasdo
y Forgacs, 2000), el desarrollo de un tumor (Drasdo y Hohme, 2003) o la agregacion de las myxobacterias
(Borner et al., 2002)). A continuacidn se dara una explicacion del funcionamiento de los modelos GGH y

su interfaz CC3D para explicar como se implementd el modelo.

3.2.2. Explicacion del CC3D e implementacion del modelo

Objetos y condiciones iniciales

Los objetos en las simulaciones GGH son: 1. Células «generalizadas» (que pueden representar
sea una célula, un tejido o un érgano, segliin con lo que se esté trabajando), 2. Medio exterior y 3. Campos
de concentraciones. Las células, el medio extracelular y los campos de concentraciones se extienden so-
bre una rejilla de pixeles. Cada uno de estos pixeles es definido por un vector de enteros une representa
sus coordenadas en la rejilla. Por ejemplo, i = (1,5). Cada célula tiene un indice 7 propio (1,2, 3, ..., n) y
estd formada por el conjunto de pixeles i tal que T(f) =1,2,3,...,nrespectivamente (los pixeles tienen
asignados el I.D. de la célula al cual pertenecen). Esto se puede ver en la Figura 3-9, en donde se tienen
(haciendo caso omiso por ahora de los colores) cinco células diferentes. El medio exterior tiene un indice
7 = 0y estd formado por el conjunto de pixeles i tales que T(;) = 0.

Ademas, cada célula tiene un tipo celular asociado ¢ denotado por el nombre que le queramos
dar. ( ¢ = Activada, Inhibida y Pared) al cual se le asocié un color (azul, rojo y verde respectivamente).
El tipo celular del medio exterior es simplemente Medio y es de color negro. A diferencia del indice
celular, varias células pueden tener el mismo tipo celular. Se puede decir que el conjunto de pixeles ;,
pertenecientes a una célula 7 tienen un tipo celular o asociado, es decir, O’(T(Z))= Activada, Inhibida,
Pared o Medio (Fig. 3-9).

Por otro lado, cada una de las células tiene asociada una lista de atributos como su tipo celular,

superficie o volumen (perimetro y area en el caso de las simulaciones bidimensionales, que correspon-

46



CAPITULO 3. METODOS

EIRENERERER

nnnnngann
HEBEBEEHE
515505022222
515 s]s]2]2]212 2]
5 |s]s[s[a]e]4]7]7]7]7]

Figura 3-9. Detalle de las células y el medio exterior sobre la rejilla bidimensional. Se ven cinco células
diferentes (7 = 1,2,4,5,7) con dos tipos celulares (Rojo y Azul), una célula Pared (verde) y el medio
extracelular (negro).

den al nimero de pixeles en el borde y en toda la célula respectivamente); pero también algunos mas
complicados como los estados de las redes quimicas internas. Estos atributos pueden cambiar en el
tiempo. La condicién inicial del programa incluye los campos de concentracidén de sustancias externas
(inhibidor externo), la disposicion de las células (discoidal, filamento o dispersadas) y sus estados inter-

nos (concentracién de sustancias como del inhibidor y del activador).

Pluggins, Energia Efectiva GGH y Steppables

Las interacciones entre células y las dinamicas celulares como la adhesién, el volumen, la super-
ficie, la movilidad o el crecimiento, se agrupan todas en una funcion de energia efectiva H. Esta energia
no es exactamente una energia fisica'®, pero ayuda a traducir todas las caracteristicas bioldgicas bajo
una misma funcidn y, por lo tanto, bajo un mismo lenguaje. La dindmica del programa se desarrolla con
base en la disminucidn de la energia H. La idea es la siguiente: si alguna conFiguracién de las células en la
rejilla—por ejemplo, que todas las células estén en un agregado o separadas— hace que la H sea alta, sera
inestable y cambiard en el tiempo. En cambio, si la conFiguracién hace que la H sea baja, serd estable y

es probable que permanezca igual.

L3 H estd inspirada en el hamiltoniano utilizado en termodindmica, pero no es equivalente.
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Adhesion traducida en energia H

Para la adhesidn, se define una energia de contacto J entre dos células que depende de su tipo
celular. Por ejemplo J(7 = 1,7 = 2) = 10, significa que la energia de contacto entre el tipo celular 1y
el tipo celular 2 es igual a 10. Si esta energia es alta, se dice que la adhesion entre los tipos celulares es
baja y viceversa. El cambio en la energia H ocasionado por la energia de contacto J dependera del valor
de la J entre los tipos celulares de dos células en especifico y de la superficie de contacto entre ambas.
Esto se traduce en la siguiente ecuacion:

Hontaeo = > J(7(o(@). (o)1 = 8o (D, 0(7)) (3.2
i, jvecinos
En donde fy j’son pixeles vecinos (o colindantes). J es la energia de contacto entre los tipos celulares
de la células a las cuales pertenecen los pixeles. El segundo factor evita que se considere la energia de
contacto entre pixeles de la misma célula. El término J entre dos pixeles es igual a 1 si éstos pertenecen
a la misma célula, lo que vuelve H = 0 para esos dos pixeles.

Por lo tanto, lo que hace la ecuacion 3.2.1 es tomar dos pixeles vecinos, Zy j’, verificar a qué
tipos celulares pertenecen T(U(Z)) y T(O’(j)) y agregar su energia de contacto .J siy solo si pertenecen a
células distintas. Después hace la suma de todas estas energias (de cada par de pixeles de la simulacidn)
y eso da la energia H de contacto de todo el sistema. El programa tendera a disminuir la H, por lo que si

las células tienen poca energia de contacto, permaneceran juntas, si tienen una alta energia de contacto,

se separaran. Las energias de contacto tomadas para este trabajo se resumen en el cuadro 3-1.
Superficie y volumen traducidas en energia H

Por otro lado, algunas caracteristicas adicionales de las células, digase el volumen o la superficie,
se agregan como constricciones energéticas bajo una forma elastica (ecuacion 3.2.2) conocidas como

Pluggins.

Hconstm'ccion = )\<Ual07a - ’Ua/lorobjetivo)2 (322)

En donde walor es igual al valor actual de la célula en una caracteristica (por ejemplo volumen o su-

perficie) y valorapjetivo €5 €l valor que se quiere que alcance la célula en esa caracteristica. La A es un
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factor que determina qué tanta importancia se le da a esa constriccion. Por ejemplo, si la célula tiene
un volumen alejado del valor objetivo, entonces H o siriccion S€ €leva, por lo que la conFiguracidn no es
estable. Conforme se acerca al valor objetivo, la diferencia disminuye, H .onstriccion disminuye y la conFi-
guracion se vuelve mas estable. En términos simples, para disminuir la energia de constriccién, la célula
va a tender a su valor objetivo.

Asi pues, la formula general de la energia efectiva (que es la que se va a intentar disminuir)
serd la suma de las energias de constriccidén 3.2.2 y de la energia de contacto 3.2.1. Esta se resume en la

ecuacion 3.2.3.

Heon = Z J((r(a (D)), (r(@(7N)(L = 8(a (D), 0 () + D_Aw(0) —vs(0))*  (3.2.3)

zijvecinos
En donde v(o) y v,(c) son el valor y el valor objetivo respectivamente de la célula de indice o.

Red interna y comunicacion celular en el CC3D

La red de regulacidn internas fue definida por un sistema de Ecuaciones Diferenciales Ordi-
narias (EDO). Estas EDO son traducidas al lenguaje SBML™ (ver el archivo ComunicacionFinal.xml en la
paginahttps://github.com/emiliomora92/CodigoAdhesionComunicacion)y son leidas por
el CC3D. Las EDO no estan consideradas dentro de la ecuacion de energia que permite la dinamica del
modelo, sino, mas bien, son calculadas cada cierto tiempo al interior de cada célula. Para no definir tan-
tas ecuaciones diferentes, en el programa sélo se utilizaron las ecuaciones 3.1.3 y 3.1.9 ya que de la
ecuacion 3.1.9 se pueden derivar la 3.1.5 y la 3.1.6 haciendo s = 0y d = 0 respectivamente.

La comunicacion celular se integra en la red continua como parte de la EDO de cada célula.
Los términos no explicitos de las ecuaciones, es decir: 1., > I;, #(V;)1; *?, son calculados por clases
definidas en el programa que son llamadas cada cierto tiempo. En el programa toman las etiquetas lext,
Ivec e Imul.

El conjunto de funciones que no entran en la ecuacién de la energia pero que son calculados

MSystems Biology Markup Language.

2Como se recordard, estos tres términos simbolizan: la concentracion de I al exterior de la célula 7, la suma de las concen-
traciones de I en las células vecinas de la célula 7 y la concentracion de I multiplicada por el nimero de vecinos de la célula
1, respectivamente.
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cada cierto tiempo, tales como el valor de Ivec, Imul, lext, la difusion de lext en el medio (definida por

la ecuacion 3.1.7) o la iteracién de las EDO en cada una de las células, son conocidas como Steppables.

3.2.3. Dinamica del CC3D y algoritmo completo

Cambios en la configuracion: intentos de copias de pixel

Para disminuir la H, el algoritmo GGH selecciona configuraciones cada vez mds estables. Lo
ultimo que se tiene que ver por lo tanto es cdmo se generan las nuevas configuraciones. En el CC3D,
plataforma de los modelos GGH, se generan nuevas configuraciones a través de intentos de copia de pixel
agrupados en Pasos Montecarlo (PMC) (Swat et al., 2012). En cada uno de estos intentos, se selecciona
aleatoriamente un pixel (pixel objetivo) y después alguno de sus vecinos (pixel fuente). Si los dos pixeles
pertenecen a la misma célula, no pasa nada y se busca otro vecino. Si no pertenecen a la misma célula,

el pixel fuente hace un intento de copia de su indice al pixel objetivo (Fig. 3-10).

Se acepta copia del indice
AH <0

(o]
P=ec¢ 34T . AH >0

/
\

Pixel
cambiado

P=1-¢2HT . AH>0

ﬂﬂﬂ#lﬁhhh

S I I T N (O N O <N N I N -
~N NN AE (A
~N |~ K‘tr_l-b. - N
b B IR R N - N N .

Se niega copia del indice

NN (N AN NN s s

S I [EU I 6 - Y - N O (N § VI AR DU [N N N I N
N (NN A s e N NN AEEs s s
~N N (NN (A e e NN N2 s
i I IS L I I (- Y - N (Y SN N [E T [ SN - O I N
e B I I e B IR I - I P B R I - (- [ N % - =N

Figura 3-10. Representacidn de un intento de copia de pixel, para dos células en una rejilla de dos dimen-
siones. El pixel blanco (pixel fuente) intenta copiar su indice al pixel gris (pixel objetivo). La probabilidad
de aceptacidn es dada por la ecuacion 3.2.4. Tomado de (Swat et al., 2012)
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Para saber si la copia de indice se acepta, se calcula la energia efectiva H,,,.,, que tendria la
nueva configuracién si la copia se aceptase. Esta energia se compara con la energia de la configuracién
vieja (sin la copia) Hyjeja, siendo AH = Hyyepa — Huyiejo®. A partir de aqui se tienen las siguientes

opciones:

1.Si AH < 0 entonces se acepta la copia del pixel y la nueva configuracion se mantiene. De esta
manera van cambiando la forma y el tamafio de las células y se buscan las configuraciones mas estables.
Podemos pensar todas las configuraciones posibles como un embudo energético (Fig. 3-11) en donde la

energia va decreciendo conforme nos acercamos al pozo.

2.SiAH > 0, lacopiade pixel se acepta con cierta probabilidad P. Aceptar con una probabilidad
P la copia de pixel, aunque aumente la energia, permite salir de ciertos minimos energéticos locales del
embudo energético de las configuraciones. De esta manera, la configuracién no se queda en un pozo

energético local y puede alcanzar un minimo energético global (Fig. 3-11).

Configuraciones posibles

Figura 3-11. Embudo energético hipotético de todas las configuraciones posibles del programa. La simu-
lacidn intenta llegar al minimo H de energia. La probabilidad de aceptacién de Boltzmann permite que
las configuraciones no se queden atoradas en pozos energéticos y salgan con cierta probabilidad P.

En breve, la copia de indice de un pixel 7 a un pixel j se aceptara, entonces, con una probabilidad

BUn detalle importante aqui, es que el programa no calcula el cambio de la energia total de la configuracién, sino mas
bien el cambio en la energia en una vecindad alrededor de los pixeles en cuestion. Esto no cambia el resultado final ya que en
general el efecto del cambio de un pixel sélo afecta la zona aledafia. Por otro lado, si aumenta sustancialmente la velocidad
de la simulacion.
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P resumida en la ecuacion 3.2.4 (Fig. 3-10).

—,

P(o(i) = o())) = {1: AH <0,e2#/T . AH > 0} (3.2.4)

En donde T es el pardametro de fluctuacion de la simulacion (i.e. que tanto se permiten los cambios
energéticamente no favorables) y permite acoplar la simulacién a un sistema bioldgico en particular. En
la Figura 3-12, se puede ver como cambia la probabilidad P en funcidn de 1" para varios A H superiores
a 0. SilaT es muy elevada, todas las copias de pixel son aceptadas y el sistema pierde sentido (ya no
sirve de nada la ecuacién de energia bajo la cual se definieron las diferentes propiedades bioldgicas). Si
T = 0, P = 0 no se aceptan cambios de configuracidon no favorables energéticamente, por lo que la
configuracion se podria quedar en un minimo local. Para tener sentido, 7" debe oscilar entre 1y 10 (Swat

etal., 2012).

1.0

0.8

o
o
T

P(Aceptacion)

o
s
T

0.2

0.0D

Figura 3-12. Probabilidad de aceptacién de Boltzmann en funcién de la temperatura con diferentes va-
lores de AH. Los colores de las curvas; azul, verde, rojo y turquesa representan valores de AH de 1, 2,
3y 4 respectivamente.

En resumen, la configuracion cambia de manera aleatoria a través de intentos de copia de pixel
aceptados en funcion de la disminucion del término de energia; llegando asi a una configuracion es-
table de minima energia. Disminuir el término H, al cual fueron traducidas las propiedades bioldgicas

(pluggins) y los steppables que resumen las propiedades intracelulares, permite integrar los diferentes
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fendmenos un modelo multiescala (Swat et al., 2012).

Algoritmo completo de la simulacion

El diagrama del algoritmo completo se presenta en la Figura 3-13. Para empezar, se corren los
steppables de inicializacién (configuracion inicial y condiciones iniciales). En ellos se define cuantas cé-
lulas se tienen al inicio, la concentracidn de activador/inhibidor de cada célula, el volumen y la superficie
objetivos y la disposicion celular (en discoide, en filamento o dispersadas). Después, se inicia un paso
montecarlo (PMC) en donde se realizan n intentos de copia de pixel (n siendo el nimero de pixeles en
la simulacion)™. En los intentos de copia de pixel se encuentran integrados la adhesion, el volumen, el
movimiento y la superficie celular (a través de la funcién H). Al finalizar el PMC, se corren los steppables
intermediarios. En estos steppables se calculan los nuevos valores de I y de A al interior y al exterior de
la célula (que dependen del tipo de comunicacién y de la posicidon de cada célula) y se actualiza la red
dinamica de cada célula. Finalmente, se visualizan los resultados en una interfaz visual de las células y
en multiples graficas. Este procedimiento se repite un nimero arbitrario de veces determinado en las
condiciones iniciales. Una vez que se tiene claro el algoritmo general del programa y la creacién del mo-
delo, se especifica en la siguiente seccidn el disefio experimental para ver después, de manera precisa

el cédigo generado.

“Los pixeles escogidos son aleatorios, lo que acelera considerablemente la velocidad de la simulacién. No obstante, el
numero de intentos de copia es igual al nimero de pixeles de la rejilla, generando un tamafio de muestra significativo.
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PMC
Inicio: Correr Escoger pixel
Inicializar steppables de Nuevo PMC fuente y e Cal:ularAHImn
. e . los pluggins
modulos inicializacion objetivo

(Hintentos '
¢HPMC = Correr fﬁe"::o nia = ac:stea la
i PMC steppables y ver pia = 4
# pixeles copia de
Totales? resultados o
indice?

en rejilla?
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Findela
steppables de . . -
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término

Figura 3-13. Diagrama de flujo del algoritmo de GGH implementado en CC3D. El cuadro punteado Azul
es el mismo que el de la Figura 3-15 permitiendo asi una relacidn entre los dos diagramas de flujo.

3.3. Diseio experimental de las simulaciones

a. Para empezar, se realizd una simulacién control, en donde sélo hay una célula con los tres tipos de
comunicacion (directa, indirecta y mixta (D, I, M)). Aqui, la comunicacién directa es equivalente a un
escenario sin comunicacién (ya que no hay células con las cuales comunicarse). De igual manera, la

comunicacién mixta es equivalente a la comunicacion indirecta' (3-14).

b. Se realizé un escenario control en poblaciones celulares sin adhesion celular, con dos niveles de den-

sidad (15 % y 3 %'®). Se evaluaron nuevamente los tres tipos de comunicacién (D, I, M) (3-14).

> Sien laecuacion 3.1.5, V; = 0, es decir, el nimero de vecinos es igual a cero, entonces, > I; = #(V;)I; = Oy se obtiene
nuevamente la ecuacion 3.1.4. De igual manera, i en la ecuacion 3.1.9, >~ I, = #(V;)I; = 0 entonces 3.1.9=3.1.6
'8l os porcentajes denotan la cantidad de espacio ocupado por las células dividido entre el espacio total.
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c. Se efectud una prueba de condiciones iniciales (Agregacion) con el fin de ver si comenzar desde un
agregado o desde células dispersas modificaba el resultado. Es ésta se fijé la adhesion entre células como
media alta en una poblacidn de células dispersadas y se dejo avanzar en el tiempo (con los tres tipos de
comunicacion). Los resultados obtenidos se compararon con los patrones recuperados comenzando la
simulacidn con un agregado con adhesién media alta (d, e). Al ver que los patrones eran cualitativamente

iguales se trabajo directamente desde el agregado (3-14).

d y e. A partir del agregado se estudiaron los 12 posibles escenarios' para evaluar los efectos del tipos
de comunicacion modificando y de la fuerza de la adhesién en la generacidn de patrones de diferencia-
cion celular. Después, se realizd una prueba de estabilidad a posteriori; una vez generado el patrén con

adhesidn alta, se disminuia la adhesion, para ver si éste se mantenia (3-14).

f. A partir del agregado con adhesidn alta se realizaron pruebas de tamafio (agregado de menor tamafio)
y de forma (filamento en lugar de bola) con el fin de evaluar si los patrones generados en la bola eran

independientes del tamafo y de la forma del dominio (3-14).

g. Finalmente, a partir del agregado con adhesidn alta (que se denominard como agregado fijo), se reali-
zaron pruebas de robustez de los patrones generados, a través de perturbaciones locales (se generd un
impulso de activador en algunas de las células del agregado y se evalud el cambio en el patrén general,

de manera Unicamente cualitativa) (3-14).

7Son tres tipos de comunicacion (D, |, M) y cuatro fuerzas de adhesidn (alta, media alta, media y baja).
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a. Control: Células
individuales (D, I, M)

v
b- Control: Poblaciones
celulares (D, I, M)
(dos densidades)

\ 4

c. Agregacion (Adhesion
Alta) (D, I, M)

Se empieza desde el agregado

d. Agregado Fijo (Adhesion Alta) (D, I, M)

g. Pruebas de Robustez:
Perturbaciones y condiciones
iniciales (D, 1, M)

e. Cambios en Adhesion (D, |,
M) (Patron Estable/Inestable)

f. Pruebas de tamafio y
forma (D, |, M)

Media
Alta
' D= Comunicacién Directa '
i I= Comunicacion Indirecta
i M= Comunicacién Mixta :
Media : !
Baja Mini Agregado

Figura 3-14. Diagrama de flujo del disefio experimental. Descripcidn en el texto.
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3.4. Modelo especifico: Steppables, Parametros y Pseudocédigo.

Para poder realizar los diferentes escenarios explicados en la seccién anterior, se implemen-
t6é un cdédigo en CC3D, definiendo por una parte los steppables de inicio (que definen las condiciones
iniciales) y por otro, los steppables intermediarios y la conexion entre ellos. A continuacion se pre-
senta un diagrama de flujo que explica qué hace cada uno de ellos y cdmo se conectan. El cédigo
completo, comentado y funcional se encuentra en la paginahttps://github.com/emiliomora92/

CodigoAdhesionComunicacion.

3.4.1. Steppables de inicio y parametros

En el steppable de inicio (Condicién Inicial en la Figura 3-15) se cargan las condiciones iniciales de la
simulacidn tales como las dimensiones (#pixeles x #pixeles) de la rejilla, el tiempo de la simulacién (PMC),
la temperatura, el rango de los vecinos (que define la distancia a la que pueden estar alejados los pixeles
fuente y objetivo)', las condiciones de frontera, los tipos celulares, el volumen y superficie objetivos
y las tasas de difusidén y degradacion externas. Todas estas son las mismas en todos los escenarios y
sus valores se resumen en el cuadro 3-1. El tipo celular Pared es un tipo definido para evitar que las
células se queden pegadas en los bordes de la matriz. Estas células tienen una J muy alta con todos los
otros tipos celulares, lo que evita que las células se acerquen a la frontera. Por otro lado, las tasas de
degradacién exterior son lo suficientemente altas para que las sustancias no se acumulen en las fronteras
no periddicas y con flujo.

Por otro lado, en la configuracidn inicial se define la disposicion de las células en la rejilla (discoi-
de, filamento, dispersadas), el nimero de células y la energia de contacto entre los tipos celulares. Estas
dependen de cada uno de los escenarios y se muestran en el cuadro 3-2. En los escenarios en donde la
adhesién es muy alta en el agregado, las células se fijaron (se congelaron) ya que se consideraba que su

energia de contacto era casi nula (estaban siempre pegadas). Por lo que no se considera su J.

Finalmente, las condiciones iniciales de las EDO también son precisadas en las configuraciones

18Sj el valor del rango es uno, entonces cada pixel estd en contacto con sus primeros vecinos mas cercanos (en una cuadrilla
esto corresponde a los cuatro pixeles colindantes horizontal y verticalmente), si el rango es 2, se incluyen a los segundos
vecinos mas cercanos (lo que incluye a los cuatro pixeles que estan en diagonal y que rodean al pixel). Y asi con el 3, 4, ...n
vecinos mds cercanos.
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Iniciar
Mddulos

Condicion Inicial (XML)

Dimensiones, Temperatura, Pasos Montecarlo, Rango Vecinos, Tipos Celulares, Volumen, Superficie,
Nivel de Adhesion. Steppables de inicio: Forma (Disco, Dispersadas, Clase CreadorFilamento)

PMC

Nuevo Paso Montecarlo

i
i Calculo de AH:
i Volumen, Superficie,
i Adhesi6n

¢ Tipo de
comunicacién?

Comunicacion Directa o Mixta Comunicacion Indirecta

\ 4 A
Clase Directa Clase Indirecta
Rastreo Inh. en vecinos = lvec .| -Rastreo de Inh. en medio frontera > lext

Céleulo Inh. para los vecinos > Imul “| -Modificacién de Inh. en el medio frontera

|

Difusion Externa (XML)
Difusién y degradacion de
lext (7,8)

¢ Comunicacién Comunicacién Mixta

ixta o directa?

Comunicacion Directa

Clase SBML

-Condiciones iniciales de EDO

-lteracion de EDO con Ivec, Imul y lext
-Actualizacion de Inh. y Act. en células
-Almacenamiento de Act y de Inh > Aindi, lindi

v
Clase Contador TC Clase Campo %Ir;:\zfacd;g?'fcl}c;sf(t) con
;q’ictt”a"zac"’” de TC seguin Inf1./ N l;‘gﬁ:;‘ddn e 3| ActiveCells, InhibitedCells
_Conteo de TC > Inh y de Act -G'rat?ca' de.A e | en f(t) con
(ActiveCells, InhibitedCells) Aindi, lindi

J# PMC =PMC
totales ?

Fin Simulacién

Figura 3-15. Diagrama de flujo del programa. Las flechas indican el orden en el que se llaman las clases.
El cuadro punteado negro es el mismo que el de la Figura 3-13 permitiendo asi una relacién entre los

dos diagramas de flujo.
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iniciales. Para todos los casos Ivecy = Imuly = Iexty = 0. Por otro lado, las concentraciones iniciales
de Ay de I son aleatorias. Para esto se tomé A, como aleatorio en un rango entre 5y 9y Iy = 7. Los
valores de sy d (0 0 0.009) fueron definidos en funcién del escenario de comunicacion?®.

Antes de los steppables intermediarios, se realiza un PMC (segun la H que incluye las energias

de contacto, el volumen y la superficie objetivos) (Fig. 3-15).

3.4.2. Steppables Intermediarios y parametros

1. En el steppable difusidn externa se calculan los valores de I en el medio (que dependen de la ecuacion
3.1.7). Después, para cada una de las células:

1.a.Si el escenario es de comunicacion directa o mixta, la Clase Directa calcula el valor de I en los vecinos
(y guarda el valor como Ivec) y el valor de I en la célula multiplicada por el nimero de vecinos (y guarda
el valor como Imul).

1. b. Si el escenario es de comunicacién indirecta (o de comunicacion mixta, pero después de haber
pasado por la Clase Directa), la Clase Indirecta calcula el valor de I en la frontera (guardado como lext)
y secreta una proporcién s de I al medio.

2. Enla Clase SBML se integran los nuevos valores de Imul, lvec, lext y se itera la EDO con los parametros
s, d respectivos.

3. En la Clase Contador TC se actualiza el tipo celular de cada célula, dependiendo de su relacion 1/ A (Si
I/A > 1, la célula se vuelve del tipo Inhibida o Roja, si /A < 1, la célula se vuelve del tipo Activada (o
Azul)) y se cuenta el nimero de células de cada tipo.

4. La Clase Campo Inhibidor y la Clase Graficas permiten visualizar la concentracién de inhibidor en las

células y el niumero de células de cada tipo celular. Finalmente, inicia un nuevo PMC y el ciclo reinicia.

9Si Ag es aleatorioy I = f(A), I, también es aleatorio.
29Se recuerda que sdlo se utilizaron las ecuaciones 3.1.9y la 3.1.3 en el archivo SBML.
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Cuadro 3-1. Condiciones iniciales de la rejilla. El nUmero de Pasos Montecarlo fue tomado a posteriori,
cuando se veia que estabilizaba la configuracién. La temperatura fue elegida para permitir el movimiento
celular. El resto de los parametros estan explicados a lo largo de los métodos.

Parametro Valor
Dimensiones 82 x 82
Pasos Montecarlo 50 000
Temperatura 8
Rango Vecinos 1
Tipos Celulares Activada, Inhibida, Medio y Pared
Condiciones de Frontera No periddicas, sin flujo
Volumen y Superficie Objetivo 20
Lambda Volumen y Superficie 5
Tasa Difusion Externa 0.045
Tasa Degradacion Externa 0.001

Cuadro 3-2. Condiciones iniciales dependientes del escenario especificado en la Figura. #Cél: NUmero de
Células, Disp. Cel: Disposicién Celular, D: Células Dispersas en la Rejilla, B: Células en Bola o Agregado,
F: Células en filamento, J(X, Y): energia entre el tipo celular X y el tipo celular Y, M: Medio, IA: Inhibida o
Activada, P: Pared, C: Célula Congelada, NA: No Aplica.

Escenario #Cél. Disp.Cel. J(M,M) J(M,1A) J(IA,1A) J(P1A) J(P,M) J(P,P)
Célula Individual 1 NA 0 10 NA 50 0 C
Poblacion Celular No Densa 8 D 0 4 20 50 0 C
Poblacion Celular Densa 37 D 0 4 20 50 0 C
Agregacion 97 D 0 10 8 50 0 C
Agregado Fijo (Adhesion Alta) 94 B C C C C 0 C
Adhesion Media Alta 94 B 0 10 8 50 0 C
Adhesién Media 94 B 0 4 4 50 0 C
Adhesién Baja 94 B 0 4 8 50 0 C
Mini Agregado (Fijo) 22 B C C C C 0 C
Filamento (Fijo) 24 F C C C C 0 C
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4. Resultados

Se presentan los resultados de todos los escenarios explicados en los métodos. En vista de que
todas las simulaciones, a excepcidn de los escenarios de adhesidn alta, tienen un componente estocds-
tico dado por los intentos de copia de pixel, se decidié correr cinco veces cada simulacion’. Por lo tanto,
a menos que se indique lo contrario, N = 5. Todos los videos de las simulaciones estan en la pagina

https://www.youtube.com/playlist?list=UUfQB48Zudth-BZ2vX6zQHhw.

4.1. Pruebas control

Se evaluaron los tres tipos de comunicacién (directa D, indirecta | y mixta M) en dos escenarios

control: células solas en el medio y poblaciones celulares no adhesivas.

4.1.1. Células solitarias

En el caso de las células solitarias, la comunicacion directa (célula-célula) es equivalente a la no
comunicacion ya que no hay células con las cuales comunicarse (ver Métodos). Por lo tanto, los resultados
esperados de esta simulacidn eran los mismos que se obtuvieron del andlisis de la red —en el espacio
de parametros escogidos para el trabajo (ver Anexo). Y en efecto, en el equilibrio?, la concentracion de
activador (A.,) fue mayor a la concentracién de inhibidor(.,) (Fig. 4-2. a) y por lo tanto el tipo celular
alcanzado fue el Activado (o Azul) (Fig. 4-1. a). De la misma manera, la comunicacion mixta es equivalente
a la comunicacidn indirecta (Métodos). En este escenario, en donde la célula podia secretar y absorber
sustancias del medio, se llegd a un punto estable, en donde A., > I, (Fig. 4-2. b); por lo que el tipo

celular alcanzado fue el Activado (Fig. 4-1. a).

'El nimero parece pequefio, pero como en el trabajo sélo interesan los comportamientos cualitativos, este tamafio de
muestra es suficiente.

2E] equilibrio es determinado por el momento en donde las concentraciones de I y de A son estables al igual que el patron
generado.
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(a) (b)

Figura 4-1. Tipos celulares en el equilibrio para las simulaciones control. a. Célula con comunicacion
directa. El punto estable es el Activado (o Azul) (A., > I.,). Para la comunicacion indirecta y mixta el
resultado es el mismo. b. Poblacién celular con densidad baja (D = 3 %); una de las células presenta,
en el equilibrio, el tipo celular Activada (A., > I.,); las otras siete tienen el tipo celular Inhibida (Roja)
(Ieq > Aeg). c. Poblacién celular con densidad alta (D = 15 %); todas las células presentan el tipo celular
Inhibida (Rojo) (1., > A¢,).

Las dos dinamicas fueron similares, aunque con un numero diferente de oscilaciones (Fig. 4-2).

Los dos resultados muestran que, sin una dindmica grupal, independientemente del tipo de comunica-

cion, el estado estable de la red intracelular es Unico; la célula se vuelve Azul o Activada.

4.1.2. Poblaciones celulares sin adhesion

Posteriormente se realizé una prueba de los diferentes tipos de comunicacion, en una poblacién
celular sin adhesion y con dos densidades poblacionales (DP) diferentes (DP =3 %y 15 %)3. La comunica-
cién directa entre células es despreciable (ya que no hay vecinos adheridos) y por lo tanto el escenario
de comunicacién directa es equivalente al de no comunicacion y el escenario de comunicacién indirecta
al de comunicacidon mixta. En el escenario de comunicacion directa, todas las células se volvieron azules
(Activadas). (A partir de aqui se utilizara la proporcidn AT que designa el nimero de células azules dividi-
do entre el total de células®.) Para este caso AT = 100 % (0). En el escenario de comunicacién indirecta
(y mixta) se observaron dos comportamientos dependientes de la densidad poblacional (DP).

-Cuando la DP fue baja (3 %) las células alcanzaron dos estados estables (Azul y Rojo). La relacién

AT fue igual a 15.0 % +10.46 (fig 4-1.b). En la Figura 4-3 se presentan tres corridas independientes que

3DP: Porcentaje del medio ocupado por las células.
“El nimero de células Rojas es complementario.
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Figura 4-2. Concentraciones de inhibidor y activador con respecto al tiempo en las células solitarias. La
linea azul representa a A y la Roja a /. a. célula con comunicacién directa/sin comunicacién (4., =
1.28, 1., = 1.02) y b. célula con comunicacién indirecta/mixta (A., = 1.70, I., = 1.36).

muestran el tipo celular (a), la concentracion del inhibidor dentro de cada célula (b) y la concentracién
del inhibidor al exterior de las células (c). Por otro lado, se muestra la dinamica del inhibidor y el activador
en una célula Activada (d) y en una célula Inhibida (e). Se puede ver que la dindamica del inhibidor y del
activador antes de los 5,000 PMC, en ambas células, fue similar. Después, el activador en la célula Azul
rebasé al inhibidor y se estabilizd; en cambio, en la célula Roja, el activador nunca rebasé al inhibidor y
las dos concentraciones se mantuvieron casi nulas (fig 4-3. d y e). Que una célula alcance uno o el otro
estado estable dependié de su localizacidn con respecto a las vecinas. En efecto, en la Figura 4-3.(a, b
y c) y en los videos SO y S1 se observa cdmo solamente las células que permanecieron mas alejadas al
resto de las células (indicadas por flechas blancas) y estuvieron expuestas a una menor concentracién
de inhibidor, llegaron al atractor Azul.

-Cuando la DP fue alta (15 %), todas las células se encontraron expuestas a un campo mayor
de inhibidor por lo que llegaron al mismo atractor en donde el tipo celular es Rojo (1., > A, AT=0%
4 0). La concentracion de I siguié la misma dindmica que en las células Inhibidas en el escenario con
densidad baja (Fig. 4-3.c). Es interesante notar que aun en células aisladas, la densidad ya puede definir

la proporcion y el arreglo espacial de diferentes estados celulares.
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Figura 4-3. Poblacién celular con densidad baja (D = 3 %). a. Tipos celulares alcanzados segun la relacion
I/ A en diferentes PMC. b. Concentracién de inhibidor I en la poblacién en diferentes PMC, en unidades
arbitrarias (u.a.). c. Concentracion del inhibidor en u.a. al exterior de las células en diferentes PMC. d y
e. Concentracién de inhibidor y activador (u.a.) con respecto al tiempo en una célula tipo Activada (d,
Aeq = 1.97, 1., = 1.60) y en una célula tipo Inhibida (e, A., < 1077, Ioq =3.26- 1073) en el equilibrio.
Las flechas blancas apuntan a células que en el equilibrio son Activadas o Azules. a, b y ¢ son corridas
independientes por lo que no tienen una equivalencia uno a uno.
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4.1.3. Nuevos estados estables, regreso al analisis de la red simple

Para explicar la aparicién de un nuevo estado estable es Util regresar al analisis de las ecua-
ciones diferenciales ordinarias de la red simple. De los pardametros empleados (ec. 3.1.3, 3.1.4), ko y k4
determinan la naturaleza del punto de equilibrio (atractor, repulsor, punto silla). Si ko, ky > 0y ky > ko,
el punto de equilibrio es un atractor. Si ks > k4, el punto de equilibrio es un repulsor (Anexo).

En el caso de la red simple, se tiene el segundo caso, el punto de equilibrio es atractor y eel
tipo Azul. No obstante, si el valor de k4 disminuye de forma que k; < 0.005 = ks, el punto de equilibrio
se vuelve repulsor. En este ultimo caso, se forman espirales abiertas que pasan cada vez mas tiempo
cercanas al cero (Fig. 6-3). Estadisticamente, el tiempo que pasa la trayectoria en la vecindad del punto
(0,0) se vuelve infinito. Por lo que se puede considerar al punto (0,0) como un atractor. Ademas, en la
vecindad de estabilidad del (0,0), I., > A.,, por lo que la célula alcanza el tipo celular Rojo.

Este andlisis de la red simple ayuda a entender cualitativamente casos mas complicados. Sobre
todo, los que implican una comunicacion con el medio®. El intercambio con el medio es dado por el
término C; = s(lem, — I;). Si la degradacién en el medio es mucho mas baja que al interior de la
célula, el término C; va a tender a ser positivo y va a haber una entrada constante de inhibidor. Esto sera
cualitativamente equivalente a decir que la tasa neta de degradacion del inhibidor al interior de la célula

sera menor. Lo anterior descrito se puede resumir en la ecuacién4.1.1.

— ksl + $(Logy, — L) ~ =KL, 0 < K < ky (4.1.1)

En donde kj es la tasa neta de degradacion. Si ky > kj, se llega al estado estable en (0, 0).

En el escenario de las poblaciones celulares sin adhesién, cuando la densidad poblacional es alta (15 %)
y hay una gran cantidad de inhibidor en el medio, todas las células tienen una tasa neta de disminucion
de I (k}) lo suficientemente baja para que el estado de equilibrio sea repulsor y el punto (0, 0) se vuelva
atractor. En el caso de la densidad poblacional baja, las Unicas células que permanecieron lejos del campo

de inhibidor externo mantienen una £} alta para alcanzar el atractor Azul.

5En el caso de la comunicacion directa, las ecuaciones siguen mas bien una dindamica de Turing, lo que se vera mas ade-
lante.
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4.2. Agregacion

A continuacidn se realizaron simulaciones en las cuales las poblaciones celulares podian agre-
garse y tenian alguno de los tres tipos de comunicacién (D, | y M) para cada simulacién (fig 4-4.a, b y
c y videos S2, S3 y S4 respectivamente). Para este caso y los posteriores, las simulaciones se dejaron
correr hasta que no hubiera un cambio en el patron generado®. En todos los casos, las células separa-
das formaron agregados que contenian los diferentes tipos celulares. En la comunicacion directa y mixta
hubo una predominacion de células Rojas (Inhibidas) (AT =8.72% + 1.17 ,AT=4.89% + 1.42)yen la

comunicacién indirecta fue el caso inverso (AT =93.4 % =+ 3.31).

PMC: 200 PMC: 10,000 PMC: 40,000

Figura 4-4. Prueba de agregacién para los tres escenarios de comunicacién (a. directa, b. indirecta y c.
mixta) a diferentes tiempos. La adhesién de cada célula es media alta. En todos los casos los patrones
obtenidos son similares a cuando se empieza directamente desde el agregado (con adhesiéon media alta)
(fig 4-5). La velocidad a la que se forma un agregado depende de las condiciones iniciales y del movi-
miento aleatorio de cada célula.

Lo que equivalia al equilibrio de las concentraciones de I y de A en las células.
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Con el fin de evitar volver a correr las simulaciones desde células desagregadas se compararon
los patrones obtenidos con aquellos generados empezando directamente desde un agregado con adhe-
sion media-alta (Fig. 4-5). Como los patrones —la composicion y el arreglo de los tipos celulares— eran
cualitativamente iguales, todas las simulaciones y analisis posteriores se hicieron a partir de un agregado

ya formado.

4.3. Patrones en agregado segun los tipos de comunicacidn y niveles
de adhesion

Se exploraron los patrones de organizacién de los tipos celulares en los agregados, dependien-
do del tipo de comunicacién (D, | y M) y los niveles de adhesién (alta, media-alta, media y baja). Cada

simulacion se dejo entre 30 000 y 40 000 PMC (Fig. 4-5 y en videos S5-16).

4.3.1. Efecto del tipo de comunicacion en el patron en el equilibrio

Patrones obtenidos

Cuando los agregados tienen adhesion alta, no tienen movimiento, por lo que sélo influye el
tipo de comunicacion en el patron de organizacion celular en el equilibrio: En la comunicacion directa,
se obtuvo un patrén en ajedrez con una menor cantidad de células Azules que Rojas (AT = 18.5% + 1.78).
En la comunicacion indirecta, se formd un patrén en anillo con las células Rojas al exterior y Azules al
interior (AT = 55.0 % =+ 0). Finalmente, en la comunicacién mixta, se formaron de tres a cuatro células
Azules al centro del agregado; todo el resto fueron células Rojas (AT = 3.62 % + 1.61) (Fig. 4-5). Este
ultimo escenario puede ser pensado como una distribucién en ajedrez pero exclusiva de la parte interna

del agregado.

Dindmica general del agregado

El nimero de tipos celulares con respecto al tiempo sigue una dindmica similar hasta los 6700

PMC para los tres tipos de comunicacién (lineas lisas en la Figura 4-6 y videos S5, S6 y S7). En los tres
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escenarios hay un aumento de células Rojas (en los primeros 1000 PMC) seguidos por una disminucién
de las mismas (5000 PMC) y un nuevo incremento hasta los 6700 PMC. A partir de los 6700 PMC, la
dindmica de los agregados con comunicacion directa y mixta son similares: la poblacién de células Rojas
se estabiliza (Fig. 4-6.a, b y e, f). En cambio, en el agregado con comunicacion indirecta, la poblacion de

células Rojas vuelve a disminuir y se estabiliza (Fig. 4-6.c, d).

4.3.2. Efecto de la fuerza de adhesion en el patrdn en el equilibrio

Patrones obtenidos

Por otro lado, los cambios en la fuerza de adhesion afectan diferentemente cada escenario de
comunicacion. En la comunicacion directa, la disminucidn de la adhesion disminuye el nimero de células
Azules e.g. la relacién AT (media-alta: AT = 10% + 2.2; media: AT = 8.9% =+ 1.43; baja: AT=7.23% +
1.75) y la forma del agregado, sin cambiar el patron de organizacion en puntos (Fig. 4-5y videos S8, S11,
S14). En el caso de la comunicacién indirecta, la adhesiéon afecta la organizacidn de los tipos celulares (y
la forma del agregado). En efecto, en la adhesion media-alta, las células Rojas siguen en la periferia pero
cambia la relacién AT a 84.5 % =+ 3.7. Con la adhesién media, desaparecen todas las células Rojas (AT =
100 % = 0). Cuando la adhesidn es baja, la forma del agregado cambia completamente y se llega a una
relacién AT = 55.7% = 6.6, con un patrén no definido (Fig. 4-5 y videos S9, S12, S15). En el escenario
de comunicacidn mixta, el nimero de células Azules aumenta con la adhesidon media-alta (AT = 7.87 %
4 1.61) y media (AT = 9.36 % + 1.39). Pero con adhesién baja, el patron se pierde completamente; la
relacién AT se vuelve igual a 1.91 % +0.89 (Fig. 4-5 y videos S10, S13, S16). Los mecanismos que explican

el comportamiento segun los tipos de comunicacion y adhesion se revisardn en la siguiente seccion.

Caso especial: la adhesién baja

Conforme disminuye la adhesidn, la movilidad celular aumenta al igual que su efecto en la gene-
racion de los diferentes modos de organizacidn de los tipos celulares. Sin embargo, cuando la adhesion
es muy baja, no sélo se ve afectada la movilidad de cada célula, sino también |la forma general del agrega-
do. Cada célula se despega con cierta probabilidad, lo que genera cambios drasticos en el agregado que

adquiere una forma no convexa y en algunos casos disconexa. El resultado de esto es que la informacién
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de cada célula es muy diferente y cambiante. Dicho de otro modo, cuando los niveles de adhesién son
muy bajos, se genera un nuevo paso cualitativo (Fig. 4-5 y videos S14, S15, S16). Por lo tanto, con el fin

de acotar el analisis, no se considerara el escenario con adhesién baja.

Dindmica general

Cuando disminuye la adhesividad, se generan cambios constantes en la relacion A/ de cada
célula llevando a una inestabilidad del nimero de tipos celulares en el tiempo y del patrén final (Fig. 4-6).
Para los escenarios de comunicacion directa y mixta, esta inestabilidad de los tipos celulares no modifico
la dindmica general de la simulacién (Fig. 4-6.b y f; videos S8, S10, S11, S13). En cambio, en el escenario
de comunicacion indirecta, las perturbaciones causadas por el movimiento celular llevaron a un cambio
drastico en la dindmica general (Fig. 4-6.d; videos S9 y S12). A partir de 8,000 PMC, el nimero de células

Azules incrementa hasta llevar a la desaparicion a las células Rojas.

En resumen, los patrones alcanzados estan fuertemente influenciados por el tipo de comuni-
cacién y el nivel de adhesion. Cuando la adhesion es alta, la comunicacién determina la distribucion de
los tipos celulares. No obstante, si la adhesidn es baja esos patrones se desestabilizan y llevan a nuevos
tipos de organizacidn que en algunos casos no siguen ningun patron (e.g. todas las células Azules). En la
siguiente seccidn se procede a hacer un analisis mas especifico de estos diferentes escenarios en funcién

de la dindmica interna de cada célula.

69


https://www.youtube.com/watch?v=wZqKHPBZb0A&index=19&list=UUfQB48Zu4th-BZ2vX6zQHhw
https://www.youtube.com/watch?v=rQEFO7F_NMY&list=UUfQB48Zu4th-BZ2vX6zQHhw&index=14
https://www.youtube.com/watch?v=7Y3id_kKNY8&list=UUfQB48Zu4th-BZ2vX6zQHhw&index=13
https://www.youtube.com/watch?v=QRKGDC4S6wo&list=UUfQB48Zu4th-BZ2vX6zQHhw&index=21
https://www.youtube.com/watch?v=wZqKHPBZb0A&index=19&list=UUfQB48Zu4th-BZ2vX6zQHhw
https://www.youtube.com/watch?v=CcLPySrHuwg&index=18&list=UUfQB48Zu4th-BZ2vX6zQHhw
https://www.youtube.com/watch?v=FdWhitavumI&index=16&list=UUfQB48Zu4th-BZ2vX6zQHhw
https://www.youtube.com/watch?v=1GVSwdi1J5E&index=20&list=UUfQB48Zu4th-BZ2vX6zQHhw
https://www.youtube.com/watch?v=y3eu0ZebgDs&index=17&list=UUfQB48Zu4th-BZ2vX6zQHhw

CAPITULO 4. RESULTADOS

Adhesion
Media Alta

Indirecta Directa

Comunicacion

Mixta

Figura 4-5. Patrones de organizacidn espacial de los tipos celulares segun los niveles de adhesion (alta,
media alta, media y baja) y los tipos de comunicacién (directa, indirecta y mixta). Las células Azules son
las Activadas (A., > I.,) y las Rojas, las Inhibidas (I, > A.,). Todas las imdgenes fueron tomadas en el
equilibrio (cuando el nimero de tipos celulares era estable, ver Figura 4-6). Todas fueron tomadas en el
paso 30,000 (independientemente de que en algunos escenarios el equilibrio se alcanzd antes).
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Figura 4-6. Numero de células de cada tipo celular segun diferentes niveles de adhesién y tipos de co-
municacion, en funcidn del tiempo. a y b. comunicacidn directa, c y d. indirecta, e y f. mixta. a, cy e. Las
lineas Rojas son las células Inhibidas, y las Azules las Activadas; linea lisa: adhesion alta, linea con cruces:
adhesién media-alta y linea con circulos: adhesiéon media. 71
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4.4. Dinamica intracelular relativa y absoluta

Para poder explicar, cualitativamente, los diferentes patrones obtenidos en cada una de las si-
mulaciones, se realizd un seguimiento de la concentracién absoluta de I en cada una de las células, a
través de la captura de imdgenes. Esto se complementd con graficas que muestran el cambio de [ y de
A en el tiempo en una célula que en el equilibrio sea Azul (Activada) y otra que en el equilibrio sea Roja
(Inhibida). Se muestran los resultados para el escenario con adhesion alta (figs. 4-7, 4-8, 4-9 y videos
S17, 518, S19 ) y adhesién media (figs. 4-12, 4-13, 4-14 y videos S20, S21, S22) con los tres tipos de

comunicacion (D, I, M); es decir, seis escenarios’.

4.4.1. Adhesion alta

Cuando la adhesidn es alta, el patron estad determinado por el acoplamiento intercelular defi-

nido por el tipo comunicacion entre sus células y la posicién de cada célula con respecto al medio.

Comunicacion directa

Cuando las células se comunican directamente, no hay una diferencia posicional a priori entre
las células internas del agregado. Entre las células internas y externas habra una diferencia por el nimero
de vecinos de cada célula (las células externas tienen entre dos y tres vecinos y las internas cuatro). Por
otro lado, no hay una influencia del medio exterior; la dindmica de cada una de las células estara Unica-
mente determinada por sus vecinos. En los primeros 2,000 PMC, hubo un aumento en la concentracion
de inhibidor (/) y una disminucidn en la concentracién de activador (A) en cada una de las células del
agregado. Posteriormente la concentracién del inhibidor disminuyd hasta el paso 5,0008 (Fig. 4-7.b, cy
d). Después, en algunas de las células, las concentraciones de / y de A incrementaron, con A, > I,

(Fig. 4-7. c); en otras, ambas concentraciones permanecieron bajas con I, > A., (Fig. 4-7. d).

’Para la comunicacion directa y mixta, la dindmica intracelular en los escenarios de adhesion media alta y media fue
cualitativamente igual. Por otro lado, en la comunicacidn indirecta, la dinamica intracelular de los escenarios con adhesion
altay adhesion media alta también tuvo un comportamiento cualitativamente igual. Finalmente, como se explicé en la seccién
anterior, el andlisis del escenario con adhesidn baja no se considerd. Por lo tanto, para este trabajo, fue suficiente estudiar
sélo las dinamicas de la adhesion alta y la adhesién media alta para los tres tipos de comunicacion.

8Esto se explica por la activacidn del activador al inhibidor y la inhibicion de éste al primero. El inhibidor llega a un maximo
en donde su tasa de degradacion supera su tasa de produccién (por la disminucién del activador) y su concentracion cae
abruptamente.
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Estas dos dinamicas estan acopladas por un sistema de inhibicion lateral. Cada célula se comu-
nica con las vecinas, por lo que cualquier pequefia diferencia de I y de A serd transmitida. Si A > [
en alguna célula, se genera un pico de activacion por la retroalimentacién positiva de A y por lo tanto
también de I. Después, I puede difundir a las células vecinas (en donde no hubo un incremento de A)
generando un campo de inhibicién en las células vecinas (dos, tres o cuatro células segun el caso) en
donde I > A. La zona de inhibicién permite a su vez la generacidén de nuevos picos de activacion y asi

sucesivamente (video S17). El resultado es un patrén de expresion en ajedrez estable (Fig. 4-7. ay b).

Comunicacion indirecta

Cuando las células se pueden comunicar solamente a través del medio exterior, las células ex-
ternas tienen una informacidn diferente a las células internas del agregado: las células externas pueden
secretar el inhibidor al medio externo, contrariamente a las internas. Ya que la tasa de degradacién en
el medio exterior es menor que dentro de las células, las células externas se encuentran sometidas a
una concentracidon mayor de inhibidor que las internas. Como no hay comunicacién intercelular, estas
diferencias no seran transmitidas de una célula a la otra.

La disminucién de I en las células externas fue mas lenta que la disminucién de I en las internas
(200-7,000 PMC) (Fig. 4-8. b, cy d) . En las células externas, las concentraciones de A y de [ siguieron
disminuyendo hasta un valor cercano a 0 en el equilibrio, con I., > A.,, lo que se traduce en un anillo
exterior de células Rojas (Fig. 4-8. a). A su vez, las células sin contacto con el medio no tienen ningun tipo
de comunicacioén, por lo que su dindmica fue la misma que en el caso de las células sin comunicacion —se
volvieron Azules con un nivel intermedio de Ay de I (A., > I.,; Fig. 4-8.a, by c y video S18). (La tasa

neta de disminucién £ fue menor a 0.005 en las externas y mayor a 0.005 en las internas).

Comunicacion mixta

La comunicacién mixta es una combinacidn de los dos escenarios anteriores. Al igual que en el
caso anterior, la tasa de degradacion menor de I en el medio hace que las células externas tengan una
menor disminucién de I en el principio de la simulacién. Sin embargo, contrariamente al caso anterior,

si hay comunicacion entre las células, por lo que las informaciones celulares se acoplan. Es decir, ya que
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la tasa de decaimiento de I fue menor en las células externas, se generd un gradiente centripeto de [
en el agregado en donde la tasa de disminucién de I era mayor conforme uno se acerca al centro del
agregado (Fig. 4-9. b, PMC 3,000 y video S19). Se generaron dos zonas importantes. La primera es un
anillo que abarca a todas aquellas células alcanzadas por el gradiente de I de manera a que, indepen-
dientemente de las reacciones internas, tuvieron una tasa neta de disminucién lo suficientemente baja
(k3 < 0.005 ) por lo que alcanzaron el tipo celular Rojo (con 1., > A.,) (Fig. 4-9. ay b, PMC 14,000).
Su dinamica fue similar a la de las células externas de la comunicacion indirecta (Fig. 4-8. c). La segunda
zona esta compuesta por las células internas que estuvieron lo suficientemente alejadas del gradiente
—los efectos de la comunicacién indirecta fueron despreciables— y que siguieron una dindamica similar a

la de inhibicidn lateral; es decir, se formo un patrén en ajedrez (Fig. 4-9. b, cy d).

Clasificacion de las dinamicas

Todas las dinamicas intracelulares recuperadas con adhesidn alta, se pueden agrupar en cuatro
grupos; en dos, las células son Activadas y en las otras dos, Inhibidas.
Activada 1. Aqui, se presentan algunas oscilaciones entre el activador y el inhibidor antes de llegar al
equilibrio en donde A., > I.,. En este caso, kj = ks = 0.006 > 0.005. Esta dindmica intracelular se da
cuando la célula no tiene comunicacion, ya sea en el control o al interior del agregado con comunicacién
indirecta (figs. 4-2.a,4-8.d ) o cuando ésta es despreciable como en las células aisladas (Figs. 4-2.b ,4-3.d).
Activada 2 e Inhibida 1. Las dos dindmicas son resultado del sistema de inhibicién lateral con picos de
activacion en donde el activador y el inhibidor se encuentran en altas concentracionesy A., > I,y
valles de inhibicion en donde los dos tienen un baja concentraciony /., > A.,. Las dos dinamicas estan
acopladas y mutuamente estabilizadas. Estas son el caso en el agregado de comunicacion directa o al
interior del agregado con comunicacién mixta (Figs 4-7.cy d, 4-9.cy d).
Inhibida 2. Esta dindmica es observada en aquellas células cuya exposicidn a un gradiente de I le hacen
tener un comportamiento similar a tener una tasa neta de disminucion de I, £}, muy baja. Aqui las dos
concentraciones decaen hasta llegar a un nivel basal cercano al cero, en donde 1., > A,,. Es el caso de
las poblaciones celulares sin adhesion y densidad alta, células externas en el agregado con comunicacién

indirecta o la banda externa en el agregado con comunicacién mixta (Figs 4-2.d, 4-8.d).
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Figura 4-7. Agregado con comunicacion directa y adhesidn Alta. a. Tipos celulares alcanzados segun la
relacion I/ A en diferentes PMC. b. Concentracion de inhibidor I en el agregado en diferentes PMC, en
unidades arbitrarias (u.a.). ¢ y d. Concentracién de inhibidor y activador (u.a.) con respecto al tiempo
en una célula tipo Activada (c, A., = 4.56, 1., = 3.65) y en una célula tipo Inhibida (d, A., = 2.30
1073, I, = 1.45) en el equilibrio. La linea azul representa a Ay la Roja a I.
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Figura 4-8. Agregado con comunicacion indirecta y adhesidn Alta. a. Tipos celulares alcanzados segun la
relacion I/ A en diferentes PMC. b. Concentracién de inhibidor I en el agregado en diferentes PMC, en
unidades arbitrarias (u.a.). cy d. Concentracion de inhibidor y activador (u.a.) con respecto al tiempo en
una célula tipo Activada (c, 4., = 1.28, I, = 1.02) y en una célula tipo Inhibida (d, A., < 1077, I, =
4.14 - 1072) en el equilibrio. La linea azul representaa Ay la Rojaa I.
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Figura 4-9. Agregado con comunicacién mixta y adhesion Alta. a. Tipos celulares alcanzados segun la
relacion I/ A en diferentes PMC. b. Concentracion de inhibidor I en el agregado en diferentes PMC, en
unidades arbitrarias (u.a.). cy d. Concentracion de inhibidor y activador (u.a.) con respecto al tiempo en
una célula tipo Activada (c, A., = 4.81, 1., = 3.85) y en una célula tipo Inhibida (d, A., < 1077, I, =
1.35) en el equilibrio. La linea azul representaa Ay la Rojaa I.
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4.4.2. Adhesion media

La disminucion en la adhesién aumenta la movilidad celular dentro del agregado®. De manera
general, el movimiento celular en una masa tiene dos efectos importantes. En primero, hace que cada
una de las células del agregado pase en promedio la misma proporcion de tiempo (si se deja la simu-
lacién correr el suficiente tiempo) en contacto con el medio que aislado del mismo. En segundo, hace
gue cambien constantemente el numero y la identidad de los vecinos de cada célula. Ambos procesos
cambian continuamente la informacion posicional de las células y afectan las trayectorias que sigue cada
dindmica intracelular al igual que la identidad del atractor (repulsor o atractor) (Fig. 4-10). El efecto del

movimiento sera diferente para cada tipo de comunicacion.

A

[Inhibidor]
[Inhibidor]

[Activador] [Activador]
(a) (b)

Figura 4-10. Efecto de la adhesidon en las trayectorias de la dindamica activador-inhibidor. a. Adhesién
alta, movimiento celular bajo. Trayectorias con condiciones iniciales distintas pueden llegar a uno de los
dos atractores. La trayectoria es lisa (no hay perturbaciones). b. Adhesidn baja, movimiento celular alto.
Aqui, el movimiento hace que las trayectorias se tarden mas tiempo en llegar a los atractores (curva
verde) o que cambien de atractores (curva naranja).

Comunicacion directa

En la comunicacion directa con adhesion media, la dindmica intracelular de I y de A fue similar
al caso de la adhesidn alta (Fig. 4-12.a, b y video S20). Sin embargo, hay dos diferencias importantes. En
primer lugar, el hecho de que la identidad de cada vecino esté en constante cambio hizo que algunas

células nunca lleguen a un equilibrio intracelular. En la Figura 4-12. c una célula Activada (Azul) cambio

9Cuando la adhesidn es muy baja, también cambia la forma del agregado, aunque esto Ultimo no se considerd en este
trabajo.
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Figura 4-11. Relacién entre la proporcién AT de células Azules obtenidas en el escenario de comunicacion
directa con tres tipos de adhesidn (Alta, Media Alta y Media) y la proporcidn esperada de células Azules
en funcién del nimero de vecinos. La proporcidn esperada P E se calculé con la siguiente relacién: PE =
1/(nn + 1) (en donde nn: nimero de vecinos promedio). La correlacién entre las dos es de 0.931

a ser Inhibida (Roja) después de 30,000 PMC. Similarmente, algunas células Rojas cambiaban a Azules
después de varias generaciones (no mostrado). En otros casos, el movimiento no saco a las células del
atractoralcanzado (Fig. 4-12. d), durante toda la simulacion. Un fendmeno interesante es que como todas
las células estan acopladas, se crearon zonas de activacién-inhibicién. El movimiento lo Unico que hizo
fue cambiar de localizacidn las zonas, sin nunca destruirlas por completo (Fig. 4-12. b y video S20), lo que
se traduce en que el patrén general de puntos Azules no se haya perdido por completo. En segundo lugar,
el movimiento aumento el nimero de vecinos promedio de cada célula. El campo de inhibicién generado
por cada célula Activada difundié a un mayor nimero de vecinas, aumentando asi la cantidad de células
Inhibidas; esto puede explicar la disminucidn de células Azules. En efecto, si se estima la proporcién de
células Azules en funciéon del numero de vecinos (y por tanto en funcion de la adhesidn), se ve que esta

directamente correlacionada con la cantidad de células Azules para esos escenarios (Fig. 4-11)
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Comunicacion indirecta

En el caso de la comunicacién indirecta, la adhesion media entre las células alteré completa-
mente el patrén generado con la adhesion alta. (Fig. 4-13.ay b y video S21). Al seguir la dindmica intra-
celular en todo el agregado, se observa como el en paso 3000 se formd un patron de expresion de [ en
anillo reflejado en los tipos celulares en el paso 5000 (Fig. 4-13.a y b). No obstante, conforme avanzé la
simulacion el patron en anillo se perdié completamente hasta que el perfil de expresidon para todas las
células fue el mismo (Fig. 4-13.ay b, PMC 40,000 ). El movimiento homogeneizd la proporcidn de tiem-
pos que cada célula pasaba en contacto con el tiempo y aislado del mismo. Aunado a esto, por la forma
del agregado cada célula pasa mas tiempo al interior que al exterior del mismo'™. Por lo tanto ninguna
célula se encontrd expuesta al campo de inhibidor del medio el tiempo suficiente para alcanzar el tipo
celular Rojo. Para todas las células en el equilibrio A., > I., (Fig. 4-13.c). Ademas, como ninguna célula
puede comunicarse con sus vecinas, su trayectoria fue independiente de su localizacién con respecto a

éstas.

Comunicacion mixta

En la comunicacion mixta toman sentido los dos efectos del movimiento; la estandarizacion de
los tiempos de contacto con el medio exterior y la identidad y numero de vecinos. En la Figura 4-14.b se
observa un gradiente centripeto de I en el paso 2,000, eliminado en el paso 5,000 por el movimiento
celular. La ausencia de gradiente quité la zona de inhibicién observada en el caso de la comunicacién
mixta con la adhesién alta. Se elimind el efecto de la comunicacién indirecta; por lo que el escenario de
comunicacion mixta con adhesién media fue similar al escenario de comunicacion directa con adhesién
media (se forman mds picos de activador-inhibidor) (fig 4-14. a, b, cy video S22)

En resumen, la adhesion celular afecta diferencialmente cada uno de los escenarios. Con la co-
municacién mixta y directa, el patron general sélo cambia cuantitativamente (niUmero de células Azules
y Rojas); en el escenario de comunicacidn indirecta, se genera un nuevo agregado cualitativamente dis-

tinto (puras células Azules).

°Un disco tiene una superficie menor a su volumen.
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Figura 4-12. Agregado con comunicacion directa y adhesion Media. a. Tipos celulares alcanzados segun
la relacion I/ A en diferentes PMC. b. Concentracidon de inhibidor I en el agregado en diferentes PMC,
en unidades arbitrarias (u.a.). c y d. Concentracién de inhibidor y activador (u.a.) con respecto al tiempo
en una célula tipo Activada (c, Asggoo = 4.19, Irg000 = 3.565) y en una célula tipo Inhibida (d, A4oo00 <
107, Iioo0o = 2.05) en el equilibrio. La linea azul representaa Ay la Rojaa .
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Figura 4-13. Agregado con comunicacion indirecta y adhesion Media. a. Tipos celulares alcanzados segun
la relacion I/ A en diferentes PMC. b. Concentracidon de inhibidor I en el agregado en diferentes PMC,
en unidades arbitrarias (u.a.). c . Concentracién de inhibidor y activador (u.a.) con respecto al tiempo en
una célula tipo Activada (c, A, = 1.27, I, = 1.02) en el equilibrio. La linea azul representa a Ay la Roja
al.
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Figura 4-14. Agregado con comunicacién mixta y adhesién Media. a. Tipos celulares alcanzados segun la
relacion I/ A en diferentes PMC. b. Concentracién de inhibidor I en el agregado en diferentes PMC, en
unidades arbitrarias (u.a.). cy d. Concentracion de inhibidor y activador (u.a.) con respecto al tiempo en
una célula tipo Activada (c, 4., = 3.91, I, = 3.75) y en una célula tipo Inhibida (d, A, < 1077, I, =
1.91) en el equilibrio. La linea azul representa a Ay la Rojaa I.
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Efecto del movimiento, después del equilibrio

El movimiento afecta la posicién de una célula con respecto al medio y con respecto a las célu-
las vecinas, cambiando asi los atractores alcanzados. Sin embargo, si una trayectoria esta cercana a un
atractor, las perturbaciones tienen, en principio, un efecto menor. Es decir, el movimiento no deberia
tener el mismo efecto una vez que las células estan en el equilibrio. Para comprobar esta hipétesis, se
realizaron tres escenarios adicionales (con los tres tipos de comunicacién) en donde la adhesion dismi-
nuyera después de que las dindmicas intracelulares hayan llegado al equilibrio. En un primer momento
los escenarios tuvieron adhesion alta. Después de que alcanzaran el equilibrio, la adhesién se cambid
a media alta y se dejé correr hasta que el patrén se estabilizara nuevamente. (Fig. 4-15 y en los videos

S26, S27, S28).

13,000 13,200 20,000 30,000

20,000 20,200

PMC: 200 20,000 20,200 30,000 40,000

Figura 4-15. Tipos celulares resultantes de la prueba de estabilidad en agregados con tres tipos de co-
municacion (a. directa, b. indirecta y c. mixta). La tercera imagen de cada serie corresponde al inicio del
movimiento. Todas las simulaciones se corrieron hasta el paso 40,000.

En el caso de la comunicacién indirecta y mixta, las células conservaron su identidad, mante-
niendo la relacion AT inalterada (en la comunicacién indirecta AT = 62.0% + 1.33, en la comunicacion

mixta AT = 2.12% 4 1.22; antes y después del movimiento), pero el patron de organizacion se perdid
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por completo. En cambio, en la comunicacién directa, la relacién AT pas6 de 14.10% + 1.81a9.30% =+

1.81. Aqui no afectd que el movimiento fuera posterior al equilibrio™.

4.5. Pruebas de robustez

Los patrones generados con adhesion alta fueron sometidos a otras pruebas de robustez: ante
un impulso quimico y cambios de tamafio y forma. En general, los patrones resultaron ser robustos al
impulso quimico e independientes del tamafio™. Por otro lado, la forma en disco parece ser necesaria
para la generacién de algunos de los patrones estudiados, causados por la comunicacién indirecta y

mixta.

4.5.1. Perturbacion quimica

Para la prueba de perturbacidn quimica, se generd en un mismo patréon en el equilibrio (a di-
ferentes pasos montecarlo segun el tipo de comunicacién) un impulso de activador A en una célula
Activada (A, > I.,) y otro en una célula Inhibida (/., > A.,).

En la comunicacidn directa e indirecta, el impulso alterd la identidad de los tipos celulares. Sin
embargo, después de unos cuantos PMC, el patron general regresé a su normalidad (fig 4-16. a, b, ¢
y d ). Es decir, no se modificé por la perturbacion. La dindmica intracelular de cada una de las células
muestra cdmo aunque haya una perturbacion, ésta fue inmediatamente regulada sea por las células
vecinas (comunicacion directa) (fig 4-17 y video S23) o por la misma dindmica de la célula (comunicacion
indirecta) (figd-18 y video S25). Por lo tanto, los tipos celulares son estables ante las perturbaciones
guimicas, al igual que el patrén general de organizacién de los tipos celulares en el agregado.

En la comunicacidon mixta, la perturbacién a una célula periférica Inhibida la volvié Activada al
final del nuevo equilibrio (A, > I,,¢,) (fig 4-16.e y f). Por lo que el tipo celular de las células periféricas
no fue estable. Su dindmica intracelular se observa en la Figura 4-19.c. Por otro lado, la perturbacién al
centro del agregado no afectd los tipos celulares (fig 4-19.b y fig 4-16.e y f). Sin embargo, ninguna de las

dos perturbaciones locales afect6 el patron general de organizacién del agregado (fig 4-16.e, f, fig 4-19.a

MSélo importd, nuevamente, el nimero de vecinos.
2Sjendo necesario un tamafio minimo en donde existan células internas y externas.
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y video S24). Por lo tanto, los patrones generales son estables ante perturbaciones locales.

4.5.2. Tamanho

En la prueba de tamafio, se redujo el tamafo del agregado a un agregado «chico» de 22 células..
En los tres tipos de comunicacién (D, I, M) con tamano reducido, se recuperaron todos los tipos de
organizacion espacial de los agregados normales (Fig.4-20. a, c, y e), s6lo que en una escala menor.
Ademas, la dinamica del niumero de tipos celulares en el tiempo es, igualmente, la misma que en los
agregados normales (Fig.4-20. b, d, y f). Por lo tanto, los tipos de organizacién son independientes del

tamano del agregado.

4.5.3. Forma

Se evaluaron los efectos de los tres tipos de comunicacién (D, I, M) en un dominio unidimen-
sional (un filamento). En la comunicacién directa, se recuperd un patrén alternado de tipos celulares
(Fig.4-21. a) con una dindmica similar a la del agregado bidimensional (Fig.4-21. b). Sin embargo, en los
escenarios de comunicacién indirecta y mixta todos los tipos celulares fueron Inhibidas en el equilibrio
(Ieq > Acy) (Fig.4-20. cy d). Esto se explica por el campo de inhibidor generado en el medio que impulsa
la red dinamica de cada célula al atractor celular Inhibida. Las células del filamento tienen, cualitativa-
mente, la misma informacidn posicional que las células externas en el caso de la agregado (con respecto
al medio), lo que explica que alcancen los mismos atractores. Por lo tanto, los tipos de patrones gene-
rados en la comunicacion indirecta y mixta dependen del arreglo bidimensional o en disco (en donde
unas células pueden estar aisladas del medio y otras en contacto con el medio; es decir, tener dos o mas

informaciones posicionales distintas, con respecto al medio y a la posicion de las otras células)™.

BEn un espacio tridimensional, el agregado deberia crecer hacia 3 direcciones, por ejemplo, una esfera, para poder cumplir
con estas condiciones.
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Figura 4-16. Tipos celulares en un agregado con adhesion alta y comunicacion directa (a,b), indirecta
(c,d) y mixta (e,f) ante una perturbacién quimica. a, c y e. Patrdn de los tipos celulares al momento de
la perturbacion y al paso 30000. b, d y f. Nimero de células de cada tipo celular (Rojo: Inhibidas, azul:
Activadas) en el tiempo ante la perturbacidn, indicada con la flecha. 87
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Figura 4-17. Prueba de perturbacién en agregado con comunicacion directa y adhesion Alta. a. Tipos
celulares alcanzados segun la relaciéon I /A en diferentes PMC. b. Concentracion de inhibidor I en el
agregado en diferentes PMC, en unidades arbitrarias (u.a.). cy d. Concentracion de inhibidor y activador
(u.a.) con respecto al tiempo en una célula tipo Activada (c, A., = 4.56, I., = 3.65) y en una célula tipo
Inhibida (d, A, < 1077, I., = 0.96) antes de la perturbacion. La linea azul representaa Ay la Roja a /.
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Figura 4-18. Prueba de perturbacion en agregado con comunicacidn indirecta y adhesién Alta. a. Tipos
celulares alcanzados segun la relaciéon I/ A en diferentes PMC. b. Concentracion de inhibidor I en el
agregado en diferentes PMC, en unidades arbitrarias (u.a.). c y d. Concentracion de inhibidor y activador
(u.a.) con respecto al tiempo en una célula tipo Activada (c, A, = 1.28, I., = 1.02) y en una célula tipo
Inhibida (d, A, < 1077, I, =40- 1072) antes de la perturbacidn. La linea azul representa a A y la Roja
al.
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Figura 4-19. Prueba de perturbacion en agregado con comunicacidon mixta y adhesion Alta. a. Tipos celu-
lares alcanzados segun la relacién I/ A en diferentes PMC. b. Concentracién de inhibidor I en el agregado
en diferentes PMC, en unidades arbitrarias (u.a.). cy d. Concentracidn de inhibidor y activador (u.a.) con
respecto al tiempo en una célula tipo Activada (c, A., = 4.81, I, = 3.85) y en una célula tipo Inhibida
(d, Aeq = 2.90, I, = 2.30) antes de la perturbacioén. La linea azul representaa Ay la Rojaa /.
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5. Discusion

Una de las preguntas mas relevantes en el campo de la biologia del desarrollo es el origen de la
diferenciacién y organizacion de los tipos celulares en las masas celulares (Bonner, 2000). Hoy en dia el
desarrollo de un organismo multicelular es altamente complejo y pone en interaccion cientos de protei-
nas, genes e impulsos ambientales bajo la forma de una red dificil de desentrafiar. Estos mecanismos son
el resultado de millones de afios de evolucién, en donde se favorecio la regulacidon de procesos simples
y la complejificacion de muchos otros procesos (Newman et al., 2006; Bonner, 2000). Una estrategia
para entender la evolucién del desarrollo es investigar los primeros pasos de la multicelularidad’. Pre-
sumiblemente, en el origen de la multicelularidad no existia un nivel tan alto de regulacion genética y
unos mecanismos mas sencillos pudieron haber explicado los primeros procesos de desarrollo espacial
(Bonner, 2000). Ademas, otros actores como el ambiente y las fuerzas quimicas y fisicas parecen haber
tenido un mayor papel en la generacion de los patrones de diferenciacién celular espacial, durante la
transicion (Solé y Duran-Nebreda, 2014; Newman et al., 2006; Furusawa y Kaneko, 2002). Por un lado,
las células se pueden acoplar metabdlicamente y generar patrones espaciales emergentes (Furusawa y
Kaneko, 2002), por otro, las diferencias fisicas y quimicas de cada célula como la adhesidn, la polaridad
o la secrecidn de sustancias pueden inducir procesos especificos de morfogénesis tales como la infor-
macién posicional o la migracion diferencial, llevando asi a diferentes organizaciones de tipos celulares
en las masas celulares (Newman et al., 2006). Es decir, la interaccion de células con ciertas propieda-
des locales genera una diferenciacién espacial a nivel de grupo. Algunas de estas propiedades locales
no han sido estudiadas sistematicamente. En especifico, en este trabajo se hipotetizd que la fuerza en
adhesidén celular (alta, media, baja) y el tipo de comunicacién celular (directa, indirecta) modificaban el
tipo de interaccion entre las células y por lo tanto los patrones de diferenciacion espacial generados.

Para comprobar la hipdtesis de manera tedrica se realizé un modelo matematico y su implementacion

'El estudio del desarrollo actual de los organismos y la multicelularidad se influyen mutuamente. En efecto, el desarrollo
de los organismos actuales también provee pistas sobre los mecanismos primeros en el origen de la multicelularidad.
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computacional en una interfaz multiescala de Potts que consideraba tanto las dinamicas intracelulares
e intercelulares como el movimiento y la adhesién celular.

Los resultados muestran que las diferencias en los tipos de comunicacion generan patrones de
acoplamiento celular muy variados que dependen de multiples factores. A su vez la adhesion es un factor
esencial en la estabilidad de estos patrones. A continuacién se discuten los resultados mas importantes
del modelo y sus posibles implicaciones. Posteriormente se explicara el desarrollo de dos organismos
multicelulares simples que ejemplifican algunos de los resultados del modelo. Finalmente, se presenta-

ran algunas implicaciones y perspectivas mas generales.

5.1. Resultados importantes del modelo

Los tres resultados importantes del modelo se pueden agrupar en (1) la generacién de nuevos
tipos celulares como producto Unicamente del acoplamiento, (2) la influencia del tipo de comunicacion
celular en la generacién de diferentes patrones de organizacién celular espacio-temporal en agregados y
(3) el papel de la adhesidn en la generacién de estos patrones. En cada una de las secciones se discutiran

algunas de las posibles implicaciones.

5.1.1. Comunicacidn intercelular y acoplamiento de funciones

El primer resultado interesante del modelo fue la aparicién de un nuevo tipo celular —Rojo— en
el escenario de poblaciones celulares con comunicacién indirecta y sin adhesién celular; tipo celular que
no aparecia en el escenario de células individuales. Este ultimo fue alcanzado gracias a la presencia de
otras células en el medio. En efecto, la secrecidn individual de inhibidor de cada una de las células al
medio generé un campo de inhibicién exterior. Aquellas células alcanzadas por el campo de inhibicién
modificaron su dindmica intracelular hacia un nuevo pseudo atractor (0, 0), que llevaba al tipo celular
Rojo. Cuando la densidad poblacional fue baja, sélo unas cuantas células modificaron su dindmica interna
manteniendo, en multiples repeticiones, la misma proporcidn entre células Rojas y Azules. Por otro lado,
cuando la densidad poblacional fue alta, todas las células se encontraron sometidas a una concentracién

muy alta de inhibidor, por lo que todas alcanzaron el tipo celular Rojo. Por lo tanto, la determinacién
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funcional de cada célula va a depender en gran parte de las sefiales externas dadas por las otras células.
En consecuencia, su posicion espacial en la poblacién va a ser determinante, al igual que la densidad
poblacional.

Estos resultados arrojan nuevas hipdtesis acerca del origen de sefiales entre organismos uni-
celulares en poblaciones, como por ejemplo, los autoinductores? como N- acil homoserin lactonas (AHL
por sus siglas en inglés) en bacterias gram negativas o oligopeptidos en bacterias gram positivas (Sha-
piro, 1998). La explicacion sobre el origen y la evolucidén de estas moléculas de comunicacién ha sido
ampliamente discutida en términos funcionalistas. El debate se ha centrado en explicar qué funciones
tienen los autoinductores y por lo tanto determinar cémo evolucionaron. Por un lado, algunos autores
plantean que la funcidn de los autoinductores es evaluar la densidad poblacional antes de ejercer alguna
accion grupal como la bioluminiscencia en Vibrio harveyi (Quérum Sensing)(Bassler et al., 1997). Bajo
esta vision, la evolucion de estas moléculas se debid principalmente a beneficios grupales. Otros autores
critican la fragilidad de la explicacién a causa de la inevitable aparicién de traidores —bacterias que no
generan la sefial y obtenienen el beneficio grupal— que diezman la cooperacién y por lo tanto el mante-
nimiento de la sefal (Hense et al., 2007). Una postura opuesta argumenta que estas moléculas tienen
una actividad al exterior de la célula (como agentes quelantes de hierro (Kimmerliy Brown, 2010)) y que
la autoinduccion indica a la célula qué tan efectiva® es la accién de la molécula (Hense et al., 2007). Aqui,
el beneficio evolutivo seria Unicamente individual. Una linea mas general argumenta que la funcion de
los autoinductores es ejercer como aproximacién previa para evaluar la efectividad de la secrecién en un
medio ambiente dado, antes de emprender otra accién (ya sea la secrecién de efectores como agentes
quelantes o ejercer acciones grupales). Por lo tanto, aqui el beneficio seria grupal e individual (Hense et
al., 2007) (Fig. 5-1).

Ahora bien, independientemente de la funcion que tengan hoy en dia los autoinductores, los
resultados de nuestro modelo proponen otra posible explicacion sobre el origen de los mismos. En el
modelo, la secrecion de inhibidor al medio no esta determinada, en un principio, por la presencia de
otras células. Es decir, es un simple intercambio molecular con el medio. Una vez que la célula estd en

una poblacién, el inhibidor modifica la dinamica de las células vecinas, aungque esa no haya sido la razén

2Los autoinductores, como se vio en la introduccion, son sefiales que secretan algunos grupos de bacterias y que permiten
coordinar acciones grupales. La particularidad de la sefial es que afecta tanto al que la secreta como al que la recibe.
3Es decir, si la molécula esta difundiendo y no esta siendo degradada instantaneamente.
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por la cual estd en el medio. En consecuencia, las células se acoplan por el medio exterior y la sefial
toma sentido como comunicacidn entre células. El acoplamiento entre las células determina el nimero
y la distribucién de los tipos celulares (Fig. 5-1). El acoplamiento y la comunicacién bacteriana puede
generar a posteriori algun beneficio para la poblacidon, pero su origen es una consecuencia inevitable del
intercambio molecular con el medio y de la preexistencia de mecanismos que con el cambio de escala

generan nuevos patrones.

a. Densidad celular b. Distribucion espacial
No-inducido Inducido No-inducido Inducido
a o
. e o
o ogo
o o
° °

Figura 5-1. Influencia de la densidad celular (a) y la distribucién espacial (b) en la induccién o activacion
de los tipos celulares. Las células Azules no estan inducidas, las Rojas si lo estan. El color rojo del fondo
indica una baja concentracion de inductor en el medio. El color amarillo indica una alta concentracion
del mismo. Imagen modificada de (Hense et al., 2007).

5.1.2. Influencia del tipo de comunicacion y patrones posibles

La dinamica interna de cada una de las células —y por lo tanto el patrén general del agregado—
depende de su localizacidn en el agregado, comunicacién y adhesién, entre otros factores. Por una parte
su expresion depende de la expresion de las células vecinas y de su posicion con respecto al medio®,
pero por otra parte modifica la expresion de las mismas células vecinas y altera las concentraciones de
sustancias en el medio. Se genera un tipo de informacidn posicional activo®. En consecuencia, la dindmica
interna de cada una de las célula es consecuencia y causa de su informacion posicional en el agregado.

El resultado importante aqui, es que el tipo de comunicacion celular acopla de manera distinta

las informaciones posicionales de cada célula, generando patrones espaciales de expresién celular va-

“A partir de aqui se usara la palabra medio para referirse especificamente al medio exterior.

5En este trabajo se usa el término «informacion posicional» para referirse a la informacién posicional activa. Este uso es
diferente al de Wolpert (Wolpert, 1969) que definia simplemente la informacidn posicional como la expresidn pasiva de la
célula en funcidn de su localizacidon en un gradiente. Esta idea ya ha sido trabajada por varios autores como por ejemplo
Benitez et al. (2008).
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riados. En efecto, en un dominio bidimensional en donde habia una diferencia posicional con respecto a
la distancia al medio y otra con respecto a la identidad y el nUmero de vecinos, la comunicacién directa
generd un patréon en ajedrez, la comunicacion indirecta, un patrén en anillo y la comunicacién mixta,
un patrdén en ajedrez al centro del agregado. Cada uno de los patrones fue estable ante pertubaciones
locales y diferentes condiciones iniciales, aunque fueron exclusivos del dominio bidimensional. En con-
traste, en el dominio unidimensional, sélo la comunicacion directa fue capaz de generar un patrén en
bandas; la comunicacion indirecta y mixta formaron un patrdn de puras células Rojas®. A su vez los pa-
trones espaciales son independientes de la regla de generacion de los tipos celulares (A., > I, : Azul;
I, > A.y : Roja). Esto se puede comprobar si se observa el perfil de expresion absoluto del inhibidor
en las diferentes células (figs. 4-7, 4-8, 4-9). En efecto, se ve que los patrones recuperados de expresion
del inhibidor son los mismos que con la regla de determinacion.

La importancia de la comunicacidn celular en el origen de la multicelularidad ha sido amplia-
mente discutida en varios trabajos (Grosberg y Strathmann, 2007; Gilbert, 2006; Bonner, 2000) por lo
gue aqui se compararan los efectos hipotéticos de cada tipo de comunicacién en la formacion de patro-

nes espaciales.

La comunicacion indirecta: creacidon de una polaridad

Para empezar, y siguiendo la linea anterior de la comunicacidn bacteriana, el efecto de la comu-
nicacion indirecta depende en gran parte de la distribucion espacial de las células (Hense et al., 2007). Si
bien en el modelo, el inhibidor no funge como autoinductor y no tiene asas de retroalimentacion positi-
va, su baja degradacion en el medio hace que se acumule de manera sustancial al exterior de las células’.
Cuando las células forman un agregado, el inhibidor del medio incrementa, generando un campo inhibi-
torio al cual estan sometidas sélo las células exteriores. Esto es nuevamente equivalente a los resultados
de las simulaciones de Hense y colaboradores (2007), en donde las microcolonias se inducen de manera
mas efectiva que las poblaciones sin adhesion y mas aun que las células aisladas (Fig. 5-1).

Una observacion importante del escenario de comunicacion indirecta, es que cuando se forma

8En un dominio tridimensional, como la vida real, los patrones sélo serian alcanzados si los agregados se construyen en
las tres dimensiones, dejando algunas células aisladas del medio.

’La acumulacion de la sustancia en el medio exterior puede darse por otros mecanismos, como por la reaccidn especifica
del inhibidor con una sustancia externa.
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un agregado, las células de adentro ya no tienen manera de secretar sustancias al medio. Por otro lado
no se pueden comunicar entre ellas®. Por lo tanto, no estan acopladas entre si, ni directamente, ni con el
medio. En consecuencia, la comunicacion indirecta por si misma no acopla las dindmicas celulares en los
agregados, sino que sélo crea una diferencia posicional con respecto al contacto o no con el medio. Esto
es diferente por ejemplo al modelo de Furusawa y Kaneko (2002) presentado en la introduccidn. Ellos
suponen que cada una de las células, independientemente de su posicidon en el agregado, tiene contacto
con el medio. En su modelo, el medio funciona como acoplador® de todas las células; la heterogeneidad
del agregado estd directamente relacionada con la heterogeneidad del medio (se implican mutuamente)
(Furusawa y Kaneko, 2002). En nuestro modelo, son las diferentes condiciones iniciales entre las células
internas y las externas las que impulsan la diferenciacién espacial.

Si bien en el desarrollo de algunos organismos la presencia de un medio exterior que conec-
te a todas las células es esencial, en ciertos casos, no todas las células estan en contacto con éste, lo
que genera diferencias importantes en la estructuracion de las masas celulares. Un buen ejemplo es el
desarrollo de los tumores. En este caso la matriz extracelular es determinante para mantener la cohesién
entre las células, sin embargo, el aislamiento de las células internas con respecto a la matriz y la ausencia
de oxigeno impulsa los procesos de angiogénesis (Hirschhaeuser et al., 2010). Otro ejemplo interesante
es el desarrollo de la Hydra. Aqui, la diferenciacion de cada una de las células depende en gran parte de
la cantidad de oxigeno a la cual esté expuesta (Bonner, 2000). Por lo tanto, es importante considerar en
un modelo de desarrollo ciertas diferencias en las condiciones iniciales de posicion de cada célula con
respecto al medio™.

Por otro lado, otro fendmeno importante en la diferenciacién espacial es la generacién de gra-
dientes (Bonner, 2000). Pueden ser exteriores (como el caso del oxigeno) pero también pueden ser cons-
truidos por los organismos, como en el caso de la secrecion de inhibidor al medio. Los gradientes pueden
también ser interiores, pero en ese caso es necesario una comunicacion entre las células; lo que se vera

en la siguiente seccién.

8Este es un supuesto poco realista ya que in vivo todas las células tienen algin tipo de comunicacidn entre si; pero no hay
que olvidar que el escenario de comunicacion indirecta sirve para ver los efectos aislados de ésta.

9Es decir, al conectar todas las células, el medio sincroniza las actividades celulares.

1°A su vez, estas diferencias van a ser consecuencia de otros procesos como la divisidn tridimensional (parénquima) o la
agregacion, que aislan ciertas células.
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Figura 5-2. Perfiles de expresion de dos sustancias regidas por el mecanismo de inhibicion lateral en
un dominio unidimensional (a) y bidimensional (b). Se denotan claramente los picos de activacion y los
valles de inhibicién. Imagenes de dominio publico.

Comunicacion directa: acoplamiento celular

La comunicacion directa tiene un efecto acoplador entre las células. La dinamica de cada célula
depende de las células vecinas. De esta manera se genera un continuo en todo el agregado, acoplado y
estable, con un patrén de ajedrez. El patrén obtenido es sélo un elemento del espacio de patrones posi-
bles (Salazar-Ciudad et al., 2000), algo que se revisard mas adelante. Especificamente es el tipo de patrén
obtenido por el mecanismo de inhibicion lateral", un caso particular de las ecuaciones de reaccion- di-
fusidn; patron en bandas para el dominio unidimensional y en puntos para le dominio bidimensional
(Turing, 1952; Meinhardt y Gierer, 2000) (Fig. 5-2).

Ademas del patrén obtenido, un resultado interesante es el acoplamiento entre las células co-
mo consecuencia necesaria de la dindmica de cada célula y de la comunicacion. Algunos autores como
Ispolatov y colaboradores (2012) han trabajado con un concepto parecido: el acoplamiento entre dos
células y la division del trabajo como una consecuencia necesaria de la comunicacién celular directa. No
obstante el enfoque es muy diferente. En su modelo, se supone de entrada que no hay interaccion entre
los Unicos dos metabolitos —necesarios para la célula—y que estos son adaptativamente incompatibles
(la adecuacion es mayor fabricando sélo uno que un promedio de ambos). Al agregarse dos células, se
acoplan: cada una se especializa en la produccién de un metabolito y se llega a un nuevo maximo adap-

tativo. Por lo tanto, la diferenciacidn de funciones es Unicamente una consecuencia adaptativa necesaria

"No hay que olvidar que las ecuaciones de la dindmica interna conjunto a la comunicacién directa es un tipo de inhibicion
lateral discreto.
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(Ispolatov et al., 2012). En cambio, en el modelo de este trabajo, si hay interaccién entre los metabolitos
y sin suponer ningun tipo de incompatibilidad o paisaje adaptativo, la comunicacidn directa lleva a una
diferenciaciéon entre las células. Lo cual permite tener una explicacién mas clara sobre los mecanismos
que llevan a la division del trabajo o diferenciacion. Ahora bien, ya que no se presenta un paisaje adapta-
tivo, tampoco se sugiere ninguna ventaja de este acoplamiento. Nuestro modelo no contempla ningln

escenario evolutivo, algo que se podria agregar posteriormente.

Comunicacidon mixta: el paquete completo

Cuando se combinan los efectos de la comunicacidn directa —el acoplamiento celular—y de la
comunicacion indirecta —creacién de la polaridad con respecto al medio— el patréon obtenido es mucho
mas interesante. Se forma una organizacidn en ajedrez, pero solamente en la parte interna del agregado,
consecuencia del gradiente inhibitorio generado desde la parte exterior'>. Como se vera posteriormente,
el patrdn es similar al ordenamiento de esporas en los cuerpos fructiferos o a la posicién de las células
germinales de Myxococcus xanthus (Fig. 5-11). Se muestra en este escenario como la combinacién de
diferentes herramientas lleva a la organizacién de patrones mas complejos. Cada uno de los tipos de
comunicacion puede ser visto como un mdédulo formador de patrones y su combinacién aumenta el
espacio de conFiguraciones posibles, siguiendo la hipdtesis de Newman y colaboradores sobre los MFP
(Newman et al., 2006). La comunicacién entre células y con el medio permite que se generen un estado
estable heterogéneo al interior de los agregados.

El modelo sirve como prueba de principio, pero deja entrever cémo dos procesos muy impor-
tantes como lo son la coordinacidn celular y la polaridad —y por lo tanto los gradientes internos—en el

desarrollo, pueden ser consecuencia del tipo de comunicacién y sobre todo de su combinacidn.

Espacio de patrones posibles

En el trabajo realizado, la red de dos nodos es extremadamente simple, lo que podria llegar
a limitar el nUmero de patrones posibles generados por los tipos de comunicacion. En un trabajo mas

extenso, Salazar- Ciudad y colaboradores (2000) exploraron el espacio de patrones de expresion gene-

12E] gradiente es resultado, por lo tanto, de la polaridad externa creada por la comunicacidn indirecta y la transmision de
esta polaridad hacia el centro del agregado.
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rados por redes de 20 nodos, acopladas en dominios uni y bidimensionales. A su vez, compararon el
efecto de dos tipos de comunicacién (de contacto directo Direct Contact Induction Model; DCIM y por
difusidn Diffusion Model; DM) en la formacién de estos patrones (Salazar-Ciudad et al., 2000). Entre
otras diferencias con el modelo presentado, ellos no consideraron un medio exterior, por lo que los pa-
trones obtenidos fueron Unicamente consecuencia de las redes mas grandes. La cantidad de patrones
gue recuperaron fue mas variada. En el modelo de contacto directo recuperaron patrones homogéneos,
en bandas, en ajedrez™ y en plateau'; en el escenario de difusién obtuvieron patrones homogéneos, en
bandas y cadticos.

Existen dos puntos interesantes en la comparacion de este modelo con el de Salazar-Ciudad. En
primer lugar, las redes utilizadas por Salazar-Ciudad y otros (2000) y las de este modelo siguen siendo
modulos minimos en relacion al tamafio real de las redes bioldgicas. Aun asi, en ambos casos genera-
ron diversos patrones. Si se discute en el contexto del origen de la multicelularidad se espera que los
madulos reales de los primeros organismos multicelulares se parezcan a estos médulos minimos ya que
solo implican una cuantas regulaciones sencillas a nivel genético (Salazar-Ciudad et al., 2000). De esa
manera, en el origen de la multicelularidad, la combinacién de procesos sencillos y poco regulados a
nivel genético pudieron haber dado pie a una gran gama de formas (Newman et al., 2006). En segundo
lugar, utilizando una red muy sencilla, en el trabajo se mostré cémo la inclusion del medio exterior tiene
una influencia angular en la generacidn de patrones; por lo tanto, el nimero de patrones obtenidos por
Salazar-Ciudad et al. (2000) podria cambiar al considerar un medio exterior.

Una ultima observacidén interesante es sobre el tamafio del espacio de patrones posibles. Aldn
si redes simples dan origen a varios patrones, la combinacidn de muchas redes simples no aumenta
considerablemente el espacio de patrones posibles, sino simplemente incrementa la fiabilidad con la
cual se llega a los patrones (Salazar-Ciudad et al., 2000). En el origen de la multicelularidad, redes simples
pudieron haber generado patrones bastante complicados. Posteriormente, se piensa que algunas redes
se regularon (por medio de asas de regulacién positiva y negativa), lo que pudo aumentar la robustez

del patrén —fiabilidad— sin generar por ello nuevos ordenamientos espaciales (Bonner, 2000; Newman

BEs notable que en el caso del patrén en ajedrez, la red que emplean es también una red de inhibicidn lateral con contacto
directo (Salazar-Ciudad et al., 2000).

4E| patrdn en plateau es cuando la expresidn de algin componente de la red es exclusivo de la parte central del agregado,
como una meseta.
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et al., 2006)".
La generacién de patrones de diferenciacién celular, por la informacién posicional y el acopla-
miento de redes, es sélo un factor en los procesos de morfogénesis. Otros factor esencial, analizado en

el modelo es la adhesidn celular que puede dependiente o independiente de los tipos celulares.

5.1.3. Adhesion celular, movilidad y morfogénesis

El papel de la adhesion en la estabilidad

La disminucién en la adhesién tiene dos efectos cualitativamente distintos en un agregado mul-
ticelular. Por un lado, aumenta el movimiento celular dentro del agregado y, por otro, al despegarse las
células, cambia la forma del agregado. El movimiento celular hace que las diferencias posicionales de
cada célula con respecto al medio y con respecto a las otras células estén en constante cambio. La dina-
mica de cada célula es afectada y tarda mas en llegar a algun punto estable (o ni siquiera llega). Ademas,
el tiempo de contacto que pasa cada célula con el medio se vuelve el mismo, por lo que el efecto de la
polaridad —en la comunicacién indirecta— se pierde, deshaciendo el patron en anillo. En cambio, en el
escenario de comunicacion directa, el acoplamiento celular ocasiona que cualquier modificacion en la
dinamica de una célula afecte directamente a las vecinas generando islas acopladas en el agregado, por
lo que el movimiento no afecta de facto el patron. No obstante el movimiento celular aumenta el nu-
mero de vecinos promedio de cada célula, modificando asi la relacién entre células Rojas y Azules’. En
la comunicacién mixta, el movimiento elimina el gradiente, por lo que el patrdn resultante es el mismo
qgue en la comunicacién directa. Cuando la adhesién es muy baja y el agregado cambia completamente
de forma, ya no se generan gradientes y la informacién de cada célula es completamente inestable. No
se forma ningun patrén en especifico.

Por lo tanto, el modelo sugiere que para que los patrones de organizacion espacial —ocasionados
por la comunicacion o gradientes externos —sean estables durante el desarrollo, la adhesion tiene que

ser alta. Esto esta en concordancia con lo discutido por Hirschhaeuser y colaboradores (2010) con res-

5En términos de Salazar-Ciudad et al. (2000), lo que cambia es la topologia de las redes. Las primeras redes poco espe-
cificas pero innovadoras —una red da origen a muchos patrones - conocidas como emergentes son reemplazadas por redes
especificas y capaces de combinacion —la combinacidn de redes diferentes amplia la gama de patrones posibles— denomina-
das jerdrquicas.

'6la importancia del nimero de vecinos es ilustrada en el desarrollo de M. xanthus.
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pecto a los «pseudo agregados celulares esféricos». Los autores, interesados en el cultivo de esferas
multicelulares explican cémo la adhesidn celular —por matriz extracelular— permite una forma esférica,
esencial para la generacion de gradientes y patrones de diferenciacién en las células cancerosas. Si la ad-
hesidn es baja, como en sus pseudo agregados, no se pueden generar estos patrones (Hirschhaeuser et
al., 2010). Otro ejemplo de baja movilidad es el desarrollo de las plantas o de algunas algas, en donde la
pared celular impide el movimiento celular (Kirk, 2005). También es el caso en la agregacién de algunas
bacterias como las mxyobacterias. En estos organismos, las células mads internas al agregado tienen un

movimiento muy reducido (Julien et al., 2000).

La adhesidon como proceso morforgenético — conexién con el tipo celular

No obstante, la adhesién celular parece tener otros papeles en los procesos morfogenéticos,
aparte de estabilizar patrones; por ejemplo, con respecto a la migracion diferencial y la segregacion
celular (Newman et al., 2006; Hogeweg, 2000). En efecto, lo que pasa en estos modelos y en algunos
procesos de desarrollo es que algunas células tienen una adhesién dependiente del tipo celular. Esto
permite la generacién de un sorteo celular y una distribucién celular especifica (Fig. 5-3). Por lo tanto,
para que la adhesién celular baja (y por lo tanto el movimiento celular alto) sea determinante en los
procesos de desarrollo, ésta no puede ser la misma en todas las células.

Finalmente, en algunos procesos de desarrollo la adhesidn es cambiante. En una primera fase,
en donde la movilidad celular es baja, las células pueden tener una diferenciacion funcional dependiente
de su localizacidn. Después, la adhesion disminuye, llevando diferentes reordenamientos espaciales. Es
el caso del desarrollo de Dictyostelium sp. en donde se forma un patrdn de preesporas y células pretallo
antes de la migracion bajo forma de «babosa» (Williams et al., 1989); o el caso de Volvox en donde las
células externas se vuelven germinales y posteriormente por el movimiento de inversidn pasan a estar al
centro del agregado (Kirk, 2005). La clave para que este proceso multifasico funcione es que las células
ya no cambien su tipo celular con el movimiento. Para ello es necesario que se encuentren en un atractor
robusto. Esto se ilustré parcialmente por las simulaciones en donde el movimiento celular es posterior
a la determinacién del patrén (Fig. 4-15). En dichos casos, las células adquieren un tipo celular (Rojo o

Azul) fijo pero cambian de manera aleatoria su posicion en el agregado”.

7Existen otros mecanismos (i.e. regulacion positiva o negativa) que pueden hacer al atractor mas robusto, lo que mantiene
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Para concluir, la adhesién celular parece tener dos papeles. Cuando es alta permite la estabi-
lizacion de los agregados, dando pie a la diferenciacion espacial dependiente de la comunicacién y los
gradientes del medio. Cuando es baja y estd asociada a los tipos celulares genera nuevos procesos mor-

fogenéticos como la formacién de un cuerpo fructifero en mohos mucilaginosos y bacterias, o de una
gastrula en animales.

99771Y

Figura 5-3. Ejemplos de los programas de desarrollo obtenidos en los experimentos in silico de Hogeweg
(2000). En cada uno se interrelacionan diferentes mddulos de adhesion, comunicacion, muerte celulary
division celular y dindmicas internas. Se obtiene los siguientes procesos morfogenéticos (a) movimiento
celular e involucién (b) gemacion y elongacion.

5.2. Comparacion de los patrones con procesos del desarrollo

En el modelo realizado, la influencia de los tipos de comunicacién se puede englobar dentro de
los conceptos mas amplios de polaridad —en el caso de la comunicacién indirecta— y de acoplamiento
intercelular— en el caso de la comunicacién directa. Cada uno de estos es influido por la posicion de las
células con respecto al medio al igual que por el nUmero de vecinos. Por otro lado, la adhesién celular es
un factor determinante en la estabilizacidn de estos patrones, en pos de la realizacidn de otros procesos
morfogenéticos.

En el desarrollo de los organismos multicelulares actuales, estos procesos —polaridad, acopla-

miento y adhesion— siguen jugando un papel fundamental. El objetivo de la siguiente seccion es por lo

la identidad de la célula (Gombar et al., 2014).
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Figura 5-4. El desarrollo de Dictyostelium discoideum. Imagen de dominio publico.

tanto ilustrar, por medio de organismos multicelulares simples'®, |a interaccion de estos procesos duran-
te el desarrollo, al igual que el tipo de patrones que generan. Como se ver3, los mecanismos generadores
de informacion posicional pueden ir desde la disponibilidad de nutrientes (Williams et al., 1989), la loca-
lizacién de un centro organizador con gradientes quimiotacticos (Gerisch, 1968), la posicién con respecto
a una fuente de luz (Kaiser, 2001) o el nUmero de vecinas segun el grado de compactacion celular en una
poblacién (Julien et al., 2000). Dos organismos serviran como base de esta seccion: los dictiostélidos y

las myxobacterias.

5.2.1. El desarrollo de los Dictiostélidos

Los dictiostélidos son mohos mucilaginosos con una fase multicelular generada por la agrega-
cion de amebas (Bonner, 2000). El ciclo de vida de los diciostélidos es bastante general entre sus especies
(Gerisch, 1968). La fase unicelular esta compuesta por un conjunto de amebas individuales que explotan
el sustrato. Cuando hay insuficiencia de nutrientes, algunas de las células cambian su tipo a «células fun-
dadoras». Estas ultimas se inmovilizan, toman una forma esférica y secretan un quimioatractante cAMP
que induce la agregacion (Schaap et al., 1981). En algunos casos se forman varios agregados celulares,

conocidos como centros secundarios, alrededor de un centro principal (Gerisch, 1968). Posteriormente,

'8Tal vez sea importante resaltar que los organismos multicelulares simples actuales no son los mismos que los primeros
organismos multicelulares. En efecto, los organismos actuales han pasado millones de afios de evolucidn, que si bien no se
notan en la morfologia, se notaran en los sistemas de regulacion genética. Como bien explica Bonner y lo que se explicara
en la siguiente seccion, la evolucién pudo haber seleccionado por un lado la regulaciéon de formas preexistentes mas que la
innovacion de nuevas formas (Bonner, 2000).
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Figura 5-5. Desarrollo de Dictyostelium minutum. (a) Centros organizadores de cuerpos fructiferos. (b)
Fases de desarrollo del pseudohongo. Imagen modificada de (Gerisch, 1968).

los agregados celulares toman una forma de babosa y migran hacia algin nuevo sustrato. Al instalarse
en un medio con nutrientes, se forman cuerpos fructiferos estructurados con la diferenciacién de algu-
nas células en esporas y otras en tallos (Bonner, 2000) (Fig. 5-4). Sin meterse en los detalles del proceso,
se pueden analizar dos momentos clave: la generacion de las células fundadoras y la organizacién del

primer agregado multicelular.

La generacion de los centros: comunicacion indirecta y reaccion

Cuando el umbral de nutrientes es muy bajo, algunas células se diferencian en células fundado-
ras que dan origen a centros primarios y secundarios. Resulta interesante que, por mas que no se forme
un patrén especifico de distribucién de los centros, cada uno de ellos se encuentra a una cierta distan-
cia minima (Fig. 5-5.a). La explicacién de este fendmeno reposa en un esquema de inhibicién lateral.
Cuando un centro se forma, libera cAMP que, entre otras cosas, evita que las células se diferencien en
células fundadoras e impulsa su movimiento y agregacion (Gerisch, 1968). Ademas, el cAMP es consu-
mido y reproducido por cada célula, por lo que se genera un radio maximo de «inhibicion de centros»
alrededor de una célula fundadora. Al salirse del radio, las células se pueden diferenciar nuevamente en
fundadoras y repetir el patrén (Gerisch, 1968). El conjunto de células fundadoras y agregadas se puede
ver como un sistema acoplado por la comunicacién indirecta de cAMP. El resultado es similar al obtenido

en nuestro modelo con la comunicacidn directa; sélo que con un rango mayor de inhibicién.
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(a) (b)

Figura 5-6. Patrén de distribucion de presporas en D. discoideum. a. Imagen superior de un agregado de
D. discoideum. La coloracién indica la presencia de presporas (Williams et al., 1989). b. Distribucion de
presporas (puntos distanciados) y pretallos (puntos juntos) en un capilar. Las letras A, B y C indican la
entrada de oxigeno. Modificado de (Bonner, 2000).

Polaridad dentro de los agregados y determinacion celular

Dentro de la primera masa celular se genera una determinacién de los tipos celulares en células
precursoras de esporas (preesporas) y células precursoras de tallo (pretallo); antes siquiera de la migra-
cién en forma de babosa (Bonner, 2000; Williams et al., 1989). En efecto, las preesporas estan confinadas
en la parte central y basal del agregado y las células pre-tallo se encuentran en la periferia (Fig. 5-6). La
diferenciacién no es absoluta; algunas presporas se pueden volver células de tallo y viceversa™. En un
ingenioso experimento con amebas capturadas en capilares, Bonner y colaboradores (1995) mostraron
que el O, inducia la diferenciacion en pretallos y la ausencia del mismo impulsaba la diferenciacién en
preesporas (Fig. 5-7) (Bonner et al., 1995). En el agregado tridimensional, las células centrales son las
Unicas aisladas del oxigeno, por lo que se diferencian en preesporas.

Por lo tanto, el patréon de distribucién es determinado por la polaridad con respecto al medio
pero ademas por alglin mecanismo de comunicacidn entre las células. Esto Ultimo se puede afirmar ya
gue si no hubiera comunicacion entre las células solo las células en contacto con el oxigeno se diferen-
ciarian en pretallo, cosa que no pasa en el experimento del capilar (Fig. 5-7). Algunas de las moléculas
responsables del acoplamiento entre las células son el cAMP y el amonio, que actian de manera anta-
gonica (Bonner, 2000).

Para comprobar esta hipétesis, algunos autores han modelado el patrén de distribucion de cé-

®Existen otros tipos celulares que se no siguen un patron de distribucion especifico sino hasta la formacion del cuerpo
fructifero en donde se rediferencian en esporas o tallo (Marée y Hogeweg, 2001)
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(a) (b)

Figura 5-7. Distribucion de tipos celulares en D. discoideum asociados al movimiento. a. Distribucién de
células preesporas (A) y pretallo (B) en la babosa. Movimiento de células individuales en la babosa. Se de-
nota cémo las células anteriores (pretallo) tienen una mayor movilidad que las anteriores (preesporas).

lulas pretallo/preesporas en funcion de (a) gradientes pasivos??, (b) mecanismos de contacto intercelular
o (c) reaccidn y difusién de moléculas inhibitorias de largo alcance (Mac Williams y Bonner, 1979). El mo-
delo mads acertado es el Gltimo, propuesto por Gierer y Meinhardt en 1974 (mejorado por Meinhardt en
1983). En su modelo, la relacién entre células preesporas y células pretallo es independiente del tamaiio
y se puede restaurar ante pertubaciones del medio (Meinhardt, 1983). En consecuencia, los fendmenos
que explican el patrén de organizacion de la masa celular en Dictiostélidos son similares a los fenémenos

de la comunicacion mixta: polaridad exterior y acoplamiento entre células.

Morfogénesis asociada a los tipos celulares

La determinacidn de los tipos celulares es un elemento clave en el ciclo de vida de Dictyoste-
lium. Si, ademas, cada tipo celular tiene diferentes propiedades de adhesion y movilidad, ello culmina
en procesos complejos de morfogénesis. Por decir unos ejemplos, las células pretallo tienen una movi-
lidad mucho mayor que las preesporas, por lo que al momento de la migracion las células pretallo se
localizan siempre en la parte posterior de la babosa y conducen el movimiento (Fig. 5-7). Finalmente,
los tipos celulares pueden tener asociados caracteristicas de adhesidn diferencial, rigidez o secrecién
de moléculas como peptidoglicanos (componente del tallo), llevando a estructuras complejas como el
cuerpo fructifero. Estos procesos han sido explorados por Maree y Hogeweg en un modelo multiescala

de autoorganizacion del cuerpo fructifero (Marée y Hogeweg, 2001)(Fig. 5-8).

20F]| tipo celular depende de la concentracidn de un gradiente quimico externo, que no es modificado por las reacciones
de las células
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Figura 5-8. Simulacion del desarrollo del cuerpo fructifero de D. discoideum. Imagen modificada de (Ma-
rée y Hogeweg, 2001) Aqui cada color representa un tipo celular distintos con diferentes propiedades
de adhesion y de secrecién de sustancias como peptidoglicanos.

2 min

5.2.2. Diferenciacion de esporas en Myxobacterias

El segundo elemento importante que surge del modelo es el tipo de acoplamiento celular en
funcion del nUmero de vecinos?'. Este fendmeno parece tener un papel fundamental en la diferenciacion
y organizacion de tipos celulares en algunos organismos. Un caso paradigmatico es la fase de diferencia-
cién de Myxcoccus xantus. Esta bacteria gram negativa tiene un ciclo de vida con una fase multicelular
para la dispersion. Cuando los nutrientes del medio escasean, los bacilos se agregan formando un cuerpo
fructifero compuesto por un conjunto de esporas en la parte apical (Fig. 5-9) (Kaiser, 2001). Como en el
caso anterior, se van a analizar dos fases importantes: (a) la fase de agregacion y zonificacién de células

preesporas y (b) la organizacion de las esporas dentro en la zona central.

Agregacion y zonificacion: seiial C de contacto

En el proceso de agregacién de M. xanthus, se realiza una diferenciacién de tipos celulares es-
pacial muy especifica; en la parte interna del agregado se forman pequefios conjuntos de esporas se-
parados por peptidoglicanos de células lisadas y en la parte externa de agregado, las células periféricas

se quedan como somaticas y mueren (Harvey et al., 2012). El patrén fue puesto en evidencia por Julien

2En nuestro escenario de comunicacidn directa, cuando el nimero de vecinos y por lo tanto la zona de inhibicién aumen-
taban, disminuia el nimero de células Activadas.
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Figura 5-9. Ciclo de vida de la bacteria M. xanthus que denota sus fases multicelulares para cazar y formar
el cuerpo fructifero y la fase unicelular de dispersién. Imagen de dominio publico.

y colaboradores (2000) marcando con GFP a un operén dev exclusivo de la ruta de diferenciacién de
las células en esporas; la expresion de dev estaba confinada en la parte central (Fig.5-10) (Julien et al.,
2000).

La zonificacion ha sido explicada por la sefial C. La seial C es una sefial de contacto —comunicacién
directa— que induce la agregacion y la esporulacién a diferentes umbrales. Ademads, tiene un asa de retro-

alimentacidn positiva a través de la proteina CsgA de membrana, localizada en los extremos del bacilo.

Figura 5-10. Localizacidn espacial de la expresion de dev::gfp. (a) Micrografia de cuerpo frcutifero rodea-
do por células periféricas. b. Expresidn de gfp, correspondiente a la localizacién de las células destinadas
a ser esporas.
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Por lo tanto, el contacto entre extremos induce la produccién de sefial C (Julien et al., 2000). Cuando
los nutrientes son escasos, algunas células producen la seiial que, a baja concentracién, induce la agre-
gacion. Las células se agregan e inician asas de retroalimentacion positiva de C. Sin embargo, sélo las
células mas internas del agregado, debido a su alta compactacion, se alinean, generando mds zonas de
contacto terminal entre bacilos (Harvey et al., 2012). En esta zona, la retroalimentacién de C serd muy al-
ta, alcanzando el umbral que induce la esporulacion. En las zonas periféricas, no existe una compatacion
tan alta, por lo que las células no se diferencian en esporas (Julien et al., 2000).

Por lo tanto, en M. xanthus |a zonificacidn —o lo que podria ser llamado como la polaridad en la
organizacion de los tipos celulares— es en parte dependiente del nimero de vecinos, propiedad emer-

gente del proceso de agregacion.

Organizacion de esporas en la zona central: alineamiento y sefal C de contacto

Enlazonainterna del agregado, no todas las células se convierten en esporas. Esto deja entrever
de entrada (sin conocer los procesos de sefalizacion de C) que la diferenciacién no es sélo consecuencia
de un gradiente posicional sino también de la interaccidon entre las células. La distribucidn organizada
de esporas dentro de la zona central es resultado del alineamiento entre los bacilos. El alineamiento
no es perfecto, por lo que no todas las células tienen la misma cantidad de zonas de colisién (y por lo
tanto de retroalimentacion positiva de C) (Holmes et al., 2010). A su vez, al diferenciarse algunas células
en esporas, su movilidad disminuye. Parece posible que el cambio de movilidad disminuya la zona de
contacto y el tipo de sefializacidon entre esporas y bacilos, llevando asi a pozos de sefial C. Dicho de
otra manera, puede ser que la formacidn de una espora impida la formacién de esporas aledafias. Para
complementar, dos modelos matematicos con supuestos distintos (Harvey et al., 2012; Holmes et al.,
2010) muestran cémo la produccion de paquetes de esporas confinadas al centro del agregado puede
ser una propiedad consecuente de la intensidad, el sentido y la direccién del movimiento de las células
y su forma que repercuten sobre el nimero de colisiones y la produccion de la sefial C (Fig. 5-11). En
resumen, el confinamiento de las esporas en la parte central y su organizacion espaciada al centro del
agregado son consecuencia de la comunicaciéon directa y de la agregacién. Julien y colaboradores (2000)

agregan que la unién entre la diferenciacion y el grado de compactacion permite que la formacién de

111



CAPITULO 5. DISCUSION

(a) (b)

Figura 5-11. Modelos de distribucion de esporas en el cuerpo fructifero de M. xanthus. a. Modelo en
donde los puntos Azules corresponden a esporas y los puntos rojos corresponden a la presencia de la
sefial C (Holmes et al., 2010). b. Modelo de alineamiento de los bacilos denotando la disposicion de
esporas (puntos negros) en las zonas de colisién, comparados con una imagen real de distribucién de
esporas en el agregado (Harvey et al., 2012).

esporas siempre se genere en la parte apical del agregado, aumentando la capacidad de dispersién.

5.3. Supuestos de cooperacion, la muerte y la division celular y el es-
cenario evolutivo propuesto por el modelo

En esta penultima seccidn se hace una revisidon de ciertas implicaciones, perspectivas y limitan-
tes del modelo. En una primera parte se explica como la diferenciacion espacial como consecuencia de
la interaccién quimica y fisica entre las células aligera ciertos supuestos de cooperacién en el origen de
la multicelularidad. Después, se hace una pequefia revision del efecto de uno de los cuantos procesos
gue no se incluyeron como la divisidn celular y la muerte celular. Finalmente, se discute la importancia
evolutiva de los resultados del modelo a la luz de dos procesos: la variacidn fenotipica y la asimilacién

genética.
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5.3.1. Supuestos de cooperacion y traicidon para la diferenciacion celular

Una visién recurrente en el origen de la multicelularidad es caracterizarla como un cambio de
escala, en donde los componentes de la escala inferior tienen que cooperar para poder adquirir, en la
escala superior, una nueva individualidad (Michod y Roze, 2001; Niklas y Newman, 2013). El proceso se
daria en dos etapas. En la primera, la semejanza genética —a través, por ejemplo de los cuellos de bote-
lla unicelulares (Grosberg y Strathmann, 2007)— evitaria los conflictos de interés entre las células; es el
alineamiento de la adecuacién. En una segunda etapa, la cooperacién seria fundamental ya que permi-
tiria que algunas células se especialicen en funciones individualemente no ventajosas (como en células
somaticas) y otras se lleven todo el «crédito» (especializdndose en células germinales) (Buss, 1987; Mi-
chod y Roze, 2001; Niklas y Newman, 2013). Al llegar a este nivel, la seleccién de grupo estabilizaria el
procedimiento ya que opacaria las deficiencias adaptativas individuales (Michod y Roze, 2001).

La propuesta resultante de este trabajo, conjunto a los avances de (Newman et al., 2006; Fu-
rusawa y Kaneko, 2002) es que no es necesario asumir hipdtesis de altruismo entre células, ni tampoco
mecanismos de control de tramposos (Travisano y Velicer, 2004) para explicar, el origen de la division de
funciones —o de tipos celulares— en los primeros agregados multicelulares®?. En efecto, parece factible
que el comportamiento de cada célula —ya sea somatica, germinal, fotosintética, célula de tallo o lo que
fuera— sea dependiente de las otras células y de su posicidn con respecto al medio. Es decir, que fuera
resultado de su tipo de acoplamiento intercelular, influido por el tipo de comunicacién y el nivel de ad-
hesidn; sin suponer ningln escenario de cooperacion entre las células?® Por otro lado, las explicaciones
de cooperacién y traicidon en la teoria de juegos asume una independencia entre los actores, al igual que
una poblacidon bien mezclada, cosa que no pasa en un organismo multicelular fijo y acoplado.

El desarrollo de Myxococcus xanthus ofrece un ejemplo bueno, ya que se han descrito dife-
rentes tipos de cooperacién para explicar su estabilidad (Velicer et al., 2000; Travisano y Velicer, 2004).
Como se revisod anteriormente, en el origen de la multicelularidad, el desarrollo de Myxococcus xanthus

y sus primeros patrones de expresion celular (las células del centro del agregado se logren diferenciar

225e hace énfasis especial en esta parte, ya que todas las perspectivas planteadas en este trabajo no son extrapolables a
otras escalas bioldgicas y muchos menos sociales. Sélo se pensaron para el origen de la multicelularidad.

BEs importante recordar que los elementos necesarios para la interaccidon y acoplamiento intercelular (adhesion, comu-
nicacion, red de expresién diferencial) se encontraban ya en organismos unicelulares.
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en esporasy las células periféricas mueran) pudo estar dictado por la comunicacion directa entre células
y el grado de compactacion celular, sin suponer un tipo de altruismo de las células periféricas hacia las
células germinales (Holmes et al., 2010). Ahora bien, es posible argumentar algunas cosas con respecto
a la postura de cooperacion en el desarrollo de esta bacteria. Por un lado, se han encontrado bacterias
mutantes (tramposas) que impiden la formacién del cuerpo fructifero, por ejemplo, por una deficiencia
en las proteinas de adhesidn. Las esporas no se logran dispersar efectivamente —o en algunos casos ni
siquiera se forman— por lo que la poblacién colapsa (Velicer et al., 2000). Si bien la postura de coopera-
cién y traicién (obligadas) es en este caso valida, no interesa para el argumento discutido aqui. Es decir,
lo que se postula en el trabajo es que la division de funciones es consecuencia del acoplamiento y no
necesariamente de un escenario de cooperacién. Se asume de entrada que si se forma la masa celular
(por una adhesién alta, requisito fundamental, como se estudié previamente). Otro argumento intere-
sante a favor de la necesidad de la cooperacién y un mecanismo de control de tramposos es la existencia
de mutantes que, independientemente de su posicidn en el agregado, se diferencian en esporas. Si bien
este caso desestabilizaria el acoplamiento tal como se definié en el trabajo, tampoco afectaria a las con-
clusiones generales de la posibilidad de prescindir del enfoque cooperacionista. En primer lugar, si estas
mutantes se propagan en el agregado, es probable que éste se desestabilice y todas las células mueran,
en varias generaciones; la ausencia de células somaticas no permite que se forme el cuerpo fructife-
ro, ademas, ninguna célula se especializa en al adquisicion de nutrientes?*. Los agregados en donde si
existe un acoplamiento benéfico, las esporas se podran dispersar, reproducir y por lo tanto perpetuar
en la evolucion. En segundo lugar, el hecho de que una célula se pueda diferenciar en un tipo celular
independientemente de las sefiales de las vecinas supone algiin mecanismo de regulacidn genética que
haga a la célula irresponsiva a las sefiales externas, un proceso que bajo nuestro modelo es posterior a
la generacion de los patrones.

Por lo tanto, mas que supuestos de cooperacidon?®, seria esencial determinar qué tipos de aco-
plamientos son estables y cuales no. De esta manera se podria especular sobre la importancia evolutiva
de las hipdtesis revisadas en el modelo. Para esto, es esencial otros factores en el modelo, como la divi-

sién celular o la muerte celular —estos moldean los tipos de formas y su estabilidad—y procesos evolutivos

24por ejemplo, cambiando de organismo, si en Volvox carterii todas las células se vuelven germinales, ninguna fotosinten-
tizard, por lo que colapsara todo el organismo.
25Y también de traicidn, egoismo o cualquier otro principio de la teoria de juegos.
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como las mutaciones, la variacién y la adecuacién del agregado.

5.3.2. Muerte y division celular y forma : Biqué posibles efectos?

En el modelo presentado, la diferencia entre la agregacion y la divisién incompleta sélo se tra-
bajé en relacién a la diferencia en los tipos de comunicacidn; siempre se comenzaron las simulaciones
desde la agregacion de las células o desde el agregado directo. Sin embargo, la formacién de organismos
por division incompleta puede acarrear procesos de acoplamiento celular muy diferentes. En efecto,
empezar desde una célula que se fuera dividiendo a tiempos sincronos o asincronos, dependientes o in-
dependientes de la comunicacidn celular puede modificar mucho los tipos de patrones alcanzados. Esto
es mas notable si se agregan nuevos tipos celulares como en los trabajos de Furusawa y Kaneko (2002);
Kaneko (2003). En el modelo de estos investigadores, ciertos tipos celulares alcanzados se derivan de
tipos celulares previos; se generan rutas de diferenciacion y patrones de diferenciacion que sélo puede
ser alcanzadas por la division clonal (Fig. 5-12)(Kaneko, 2003). Esto sugiere una diferencia entre el tipo
de acoplamiento entre la divisidn clonal y la agregacién que podria aporta a la explicacidén del hecho de
gue los organismos multicelulares morfolégicamente mas complejos sensu Knoll (2011) se formen por
divisidn clonal y no por agregacién.

Por otro lado, el tipo de division celular es determinante en la forma y por lo tanto en el tipo de
interaccidn del agregado con el ambiente. No sera lo mismo si la division en unidirrecional (filamentos),
bidireccional (filamentos ramificados) o tridireccional (parénquima). Esto podria cambiar la informacion
con respecto al medio, al igual que entre vecinas, dando pie a una nueva gama de patrones de diferen-
ciacion celular (Niklas y Newman, 2013; Niklas, 2014).

Aunado a la division celular, seria esencial incluir la muerte celular en el modelo. Esta podria
ser definida en funcion de la disponibilidad de ciertos metabolitos y por lo tanto en funcién del tipo
de comunicacion (véase los modelos de Furusawa y Kaneko (2002); Ispolatov et al. (2012)). Asi pues se
podria evaluar por un lado la estabilidad de los agregados. Algunas configuraciones, determinadas por la
comunicacion celular, podrian llevar inexorablemente a la muerte del agregado y otras ser estables en el
tiempo. Aunado a esto, la muerte celular seria un nuevo proceso morfogenético que podria modificar la

forma (Hogeweg, 2000) y llevar a nuevos tipos de patrones o a la recreacién dindamica de los mismos. Por
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(b)

Figura 5-12. Proceso de desarrollo obtenido in silico por Furusawa y Kaneko (2002). a. Visualizacién de
los tipos celulares y b. Rutas de diferenciacion de las células.

ejemplo, en el caso del desarrollo de Volvox carterii, la muerte de las células somaticas externas permite
la «eclosion» de los juveniles y empezar asi un nuevo ciclo de vida.

Incluir los procesos de divisién celular y muerte celular da pie a la formacién de nuevos patrones
de regionalizacion de la expresién celular. Pero, ademas, permite realizar hipdtesis sobre la estabilidad
y recreacién transgeneracional de los patrones obtenidos. Para tener un escenario evolutivo completa,
es importante definir cdmo se podrian mantener los patrones obtenidos; es decir incluir procesos de

variacion y seleccién.

5.3.3. Importancia evolutiva: variacion fenotipica y asimilacidon genética

El trabajo aqui presentado es un ejemplo mas de como la interaccion entre las células, entre
células y suambiente, y las diferencias con respecto al tipo de comunicacidn, pueden llegar a generar pa-
trones en una escala biolégica mayor. Bajo este escenario, los patrones de organizacidn y regionalizaciéon
de las funciones celulares son dependientes del ambiente y de la interaccidn celular. Por lo que, el ori-
gen de la variacién en las estructuras multicelulares, seria en un primer plano fenotipica (West-Eberhard,
2005).

Una critica frecuente que se la hecho al origen fenotipico de la variacién es su poca importancia
en los procesos evolutivos por su falta de estabilidad genética a lo largo de las generaciones (Maynard-
Smith y Szathmary, 2000). Los procesos de desarrollo, aparte de tener una influencia clara del ambien-
te, tiene una alta regulacion genética (e.g. factores de transcripcién como Hox, Pax6 o las cajas MADS)

(Newman y Bhat, 2009). Ademas, se discute que los procesos de desarrollo guiados por los médulos for-
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madores de patrones como la comunicacién y la adhesidon, como creadores de variacion, son demasiado
inespecificos y no ilustran las correlaciones directas entre los genes y el fenotipo. Muchas de las criticas
han sido respondidas de manera acertada por el mecanismo de asimilacién genética mencionado por
primera ver por Waddington (1953) en un contexto de seleccidn in vitro, generalizado por West-Eberhard
(2005) y aplicado al contexto de origen de la multicelularidad por Newman y Bhat (2009).

El primer factor importante es que en los procesos explicados por Newman y colaboradores
(2006, 2009) los genes si estan presentes. Cada uno de los mddulos de interaccién (comunicacidn, ad-
hesidon o polaridad por decir algunos) estan regidos por una red de regulacién genética interna, previa
al origen de la multicelularidad. Ademas, las formas obtenidas pueden tener alguna ventaja adaptativa
o simplemente no tener ninguna desventaja (Newman y Bhat, 2009). Por lo tanto, las células siguen re-
plicandose v si las condiciones del medio se mantienen, mantienen la capacidad de recrear los patrones
de diferenciacion espacial en el agregado.

De manera paralela, los genes van acumulando cambios por medio de mutaciones, duplicacio-
nesy recombinaciones que se expanden a lo largo del agregado?®. Las mutaciones cambian la estructura
de las redes de regulacion transcripcional, influidas por el ambiente y por los genes (Salazar-Ciudad et
al., 2000). Aquellos cambios en la red que generen los patrones de manera mas fidedigna seran seleccio-
nados —por medio de la seleccién estabilizadora— a través del tiempo (West-Eberhard, 2005). Las sefiales
externas e internas —esenciales en el proceso morfogenético— pueden verse reforzadas por asas de re-
troalimentacion positiva o negativa al interior de las células (Bonner, 2000). De esta manera, las células
se vuelven mas sensibles a las sefales bioquimicas (bajan los umbrales de expresiéon (West-Eberhard,
2005), haciendo el proceso de desarrollo mas robusto. Por un lado, se empieza a crear una relacién mas
directa entre el genotipo y el fenotipo y, por otro, los cambios en las sefiales externas ya no perturba-
ran tanto al desarrollo (Newman et al., 2006; Newman y Bhat, 2009). En términos de Salazar-Ciudad y
colaboradores (2000), las redes emergentes son reemplazadas por redes jerarquicas. Dos ejemplos bio-
l6gicos ilustran el proceso de reforzamiento de sefiales internas y externas. Por un lado, en el desarrollo
de la Hydra, la polaridad inicial estd mediada por la concentracidon de O; en el medio. El extremo mas
expuesto al oxigeno se diferencia en la parte anterior y el menos opuesto en parte posterior. Ademas,

una vez que empieza la diferenciacidn de la parte anterior, ésta produce una sefial inhibitoria que impi-

26Esta expansidn es alin mas importante si los cambios genéticos se realizan en las fases unicelulares.
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de al extremo opuesto seguir la misma ruta de diferenciacién (Meinhardt y Gierer, 2000). Esta segunda
sefalizacién refuerza la polaridad inducida por el oxigeno, por lo que pudo haber sido una innovacién
posterior (Bonner, 2000). Un ejemplo mas es el sistema de represién genética mediada por el mecanis-
mo epigenético de Polycomb (PcG). Lo que hace PcG es reprimir sélo sitios de accidon en dénde los genes
tienen poca actividad genética, reforzando asi gradientes previos de activacién. Por poner un caso, el
factor de transcripcion MyoD inicia la ruta de diferenciacion en células musculares o miocitos. Lo que
hace PcG es metilar las histonas cercanas al sitio de acciéon de MyoD en aquellas células cuya expresion
de genes de diferenciacion en miocitos tengan baja expresion. De esta manera, evita que células no mus-
culares lleguen a diferenciarse, por fendmenos estocasticos, en musculares; haciendo asi al desarrollo
mas robusto (Gombar et al., 2014). En resumen, en el origen de los primeros organismos multicelulares,
los genes pasarian a ser seguidores y reguladores de fendmenos de interaccidn y variacién fenotipica
(West-Eberhard, 2005).

Una de las perspectivas importantes del trabajo es agregar un escenario evolutivo, en donde se
seleccionarian algunos patrones y se analizarian los cambios topolégicos y dindmicos de cada red. Para
ello seria necesario conectar las propiedades de adhesidon y comunicacion con la red interna celular y
escoger algun criterio de seleccidn. Se esperarian dos resultados. Por un lado, podria haber un cambio
en la estructura de las redes que impulse la generacién de una mayor cantidad de proteinas de adhesion,
estabilizando asi el agregado celular (Bonner, 2000). Por otro lado, se esperaria que se formaran asas
de retroalimentacidon negativa o positiva que reforzaran los perfiles de expresion de cada célula, llevan-
do a una diferenciacién celular estable e irreversible (Bonner, 2000). Por ejemplo, asas que refuercen
los efectos de la polaridad —generada por la comunicacidn indirecta o los nutrientes del medio— o cam-
bien los mecanismos de comunicacién directa, permitiendo asi, un acoplamiento irreversible. Gracias a
esto, los patrones serian estables a pequefios cambios ambientales; ademas, las células podrian estar

asociadas a otros modulos como la adhesion, permitiendo asi nuevos procesos morfogenéticos.
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5.4. Comentarios finales y conclusiones

La transicion a la multicelularidad es uno de los eventos mas importantes en la historia de la
evolucion. Ademas de impulsar la generacién de formas a una escala macroscépica, marco el inicio de
los sistemas de desarrollo; procesos intrinsecamente relacionados con la evolucion (Bonner, 2000). En
general, la transicién ha sido explicada por medio de sus ventajas adaptativas. Aunado a ello, los meca-
nismos por los cuales se teoriza que evoluciond han sido muy genocentristas y asumen posturas de la
teoria de juegos no siempre validos. Sin embargo, en el campo de la Biologia del Desarrollo, otras postu-
ras han hecho un énfasis especial en la importancia de las interacciones —genéticas, como ambientales
y sobre todo entre propiedades fenotipicas como la adhesidn y la comunicacién celular —para explicar
los procesos evolutivos y del desarrollo(Waddington, 1977; Furusawa y Kaneko, 2002; Newman y Bhat,
2009; Alvarez-Buylla et al., 2007; Azpeitia et al., 2010; Benitez, 2011). En este trabajo, se siguieron las
hipdtesis de Kaneko (2002, 2003) al igual que las de Newman y colaboradores (2006, 2009) sobre la im-
portancia de los mddulos de adhesidén y comunicacion en la generacién de patrones de diferenciacion
espacial en las primeras masas multicelulares. Especificamente se buscé la influencia de las diferencias
entre los tipos de comunicacidon —directa, indirecta y mixta— y la fuerza de adhesidon —alta, media alta,
media, baja— en la generacién de estos patrones.

Los resultados mostraron que las poblaciones celulares no adheridas pueden estar acopladas
por la comunicacion indirecta (y que ésta comunicacion podria regular la proporcion de tipos celulares
en una poblacién). A su vez, la comunicacién directa parece tener un papel acoplador entre las células,
contrariamente a la comunicacién indirecta que genera una polaridad espacial en los nuevos agregados.
Juntos, los dos tipos de comunicacidn producen gradientes y patrones centripetos con diferentes tipos
de regionalizacién, equivalentes a algunos procesos de desarrollo de organismos multicelulares simples,
tales como los dictiostélidos o las myxobacterias. La adhesion, por su parte puede tener dos papeles
diferentes. Por un lado, puede ser alta y evitar el movimiento intercelular y permitir la generacién de
patrones basados en la informacidn posicional (como en el caso de las plantas) (Scheres, 2001). Por otro
lado, puede impulsar nuevos procesos morfogenéticos y por lo tanto debe estar relacionada con el tipo

celular (Hogeweg, 2000). Finalmente, los patrones obtenidos no generan todos los tipos de desarrollo
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observados en organismos multicelulares simples. Por lo tanto, es necesario incluir otro tipo de factores
como la division o muerte celular (entre otros); pero, sobre todo, adaptar el sistema en un escenario
evolutivo en donde las redes puedan evolucionar en funcidn de la seleccién por el patrén de organizacién
de los tipos celulares a nivel del agregado.

El trabajo presentado es sdlo una prueba de hipdtesis. Es una mera conceptualizacion simboli-
zada matematicamente para entender algunas de las influencias clave en el desarrollo de los primeros
organismos multicelulares. Como tal, las hipdtesis generadas deben ser confrontadas con experimentos
y procesos de desarrollo in vivo. Una vez confrontado con procesos reales, el modelo puede refinarse
y mejorarse. Para entender un proceso en biologia es necesario tener una interaccién constante entre
los modelos tedricos y conceptuales y los ejemplos especificos y empiricos; la verdadera belleza de la

biologia nace de la mezcla entre la elegancia de la generalizacién y la espontaneidad de la excepcion.
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6. Anexo: Analisis cualitativo de la red simple.

6.1. Punto de equilibrio y linealizacion alrededor del mismo

Con el fin de tener un entendimiento claro sobre el comportamiento de los diferentes escena-
rios, seria esencial realizar un estudio analitico de cada uno de los sistemas. Como ese estudio estd mas
allad de los alcances de este trabajo, se procedié Unicamente al estudio analitico de la red simple, sin
comunicacion. A partir de este analisis se pretende generar cierta intuicién (cualitativa) de los sistemas
mas complicados. La red simple en cada una de las células presentada en las ecuaciones 3.1.3y 3.1.4 se

puede ver como una funcién F' de R? en R? tal que FI(A, I) = (fi1(A, I), fa(A, I)) en donde:

dA ki A?
= h(A D) = 1] — kyA (6.1.1)
% = fo(A, 1) = ks A® — k4l (6.1.2)

Ya que el sistema no es lineal, se realizd un estudio Unicamente en la vecindad de los puntos
de equilibrio, en donde la funcion puede ser linealizada. Por lo tanto, el primer paso del andlisis es la
determinacién de los puntos de equilibrio (A.,, I.,) en donde ya no cambia el sistema o lo que es lo
mismo, cuando dI/dt = dA/dt = 0. Es decir, cuando F' = 0. Se resuelve por lo tanto, el sistema

siguiente:

ke A2
11 koA = (6.1.3)
ksA? —kyd =0 (6.1.4)
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CAPITULO 6. ANEXO: ANALISIS CUALITATIVO DE LA RED SIMPLE.

Cuyas dos soluciones son:

 haky ke
T ksky Y kgk?

Aeq (6.1.5)

Ahora bien, para conocer la naturaleza de los puntos de equilibrio (ver si son atractores, re-
pulsores o puntos silla) se linealiza la funcién F' en la vecindad del punto de equilibrio (A.,, I,)- Se

obtiene:

F(AT) = Jp(Augs Lo)(A— Ay, T — L,) (6.1.6)

en donde Jp(A., ]eq) es la matriz Jacobiana de F' evaluada en (Aeq, qu), también conocida como la

matriz de estabilidad:

ofv Ofi
0A 01
J(Acq, Ieg) = (6.1.7)
df 0fs
0A 01

- - (Aeq 7IEQ)

Reemplazando en la ecuacién 6.1.7 por el valor de las derivadas parciales de la red simple se obtiene:

A kA
J(Aep L) = | 1 e (6.1.8)
iy A ks
(AE‘I?Ie‘I)

en donde, si evaluado en el punto de equilibrio (Aeq, qu) esigual a:

k3
R =2

J(Aegs Lea) = | ook, kl (6.1.9)
ky — °
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CAPITULO 6. ANEXO: ANALISIS CUALITATIVO DE LA RED SIMPLE.

6.2. Naturaleza del punto de equilibrio: signo de los valores propios

6.2.1. Calculo de los valores propios

El comportamiento de la funcion F'(A, I) en la vecindad del punto de equilibrio depende uni-
camente del comportamiento de Jp(A.,, I.,). Para entender la naturaleza de la matriz .J se buscan sus
valores propios \; y \,; estos valores indican el comportamiento de la matriz a lo largo de sus vectores
propios v; y v, respectivamente. Se tienen las siguientes opciones:

(i) SiRe(A1) > 0y Re(A2) > 0, el punto de equilibrio es un repulsor.

(i) SiRe(A;) < 0y Re(A2) < 0,el punto de equilibrio es un atractor

(i) Si Re(\1) y Re(\2) tienen signos opuestos, el punto de equilibrio es un punto silla.

(iv) Si Re(A) = 0, no se puede saber la naturaleza (atractor/repulsor) del punto de equilibrio.

Asi pues, para calcular los eigenvalores \ se determinan las soluciones de:

k| =0 (6.2.1)

= /\2 + A(k’4 — ]{?2) + koky

Por lo tanto,

ky — ky &/ (ks — k)2 — A(kaky)
2

)\ 1,2 — (622)

Resulta interesante que la estabilidad del punto de equilibrio dependa solamente de los parametros ks

y k4, es decir, de la tasa de degradacién de Ay de [ respectivamente.

6.2.2. Determinacion del signo de los valores propios

Sea A = (ky — ko)? — 4(koky), de tal manera que:
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ko — ks VA
Apg=—2——2— Y (6.2.3)
2
Sélo interesa aqui la parte real de los eigenvalores, por lo que se deben diferenciar los casos segun el
signo de A. Cuando A < 0, la raiz es negativa o nula , entonces no se toma en cuenta. Por lo tanto, el

signo de \; y A\, serd el mismo y dependera Unicamente de la diferencia entre ks y k4. Cuando A > 0, la

raiz es positiva, por lo que se debe tomar en cuenta en la parte real de \.

Si se resuelve el signo de A se obtienen dos rectas Ly : k4, = (3 + 2\/§)k2 y Ly i ky, =
(3— 2\/§)k2 que dividen el plano como lo muestra la Figura 6-1. En la Figura, se observa cémo si la dupla
(ka2, k4) se encuentra entre las rectas L1y L2, el signo de A es negativo. Si la dupla no se encuentra

entre las rectas L1y L2, el signo de A es positivo.

)

Figura 6-1. Signo de A en funcidn de los valores de los pardmetros ks y k4. Cuando k4 € (3 — 2v/2,3 +
2+/2) entonces A es negativo (sin color) . Cuando k; ¢ (3 — 2v/2,3 4+ 21/2) entonces A es positivo o
nulo (color amarillo).
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Para calcular el signo de la parte real de los valores propios, se utiliza la nueva variable X tal

que X = ky — k4. Se tiene entonces que:

VL XE V(X)? — 4d(koka) _ X +VA

5 5 (6.2.4)

A partir de la ecuacion 6.2.4 se realizan diferentes subcasos. En primer lugar se supone que
A > 0 (A) . Aqui la raiz va a Figurar dentro de la parte real de los valores propios. Es decir Re()\) = .
Dentro de este caso se tienen varios subcasos dependiendo del signo de k5 y k4 y de su relacién. Todo el
analisis con A > 0 estd resumido en la Figura 6-2.a. En segundo lugar se supone que A < 0 (B). Aqui, la
raiz no va a Figurar dentro de la parte real de los valores propios. Por lo tanto, Re(\) = X /2. El signo de
la parte real de los valores propios va a depender Unicamente del signo de X o lo que es lo mismo, de
la relacién entre ks y k4 (Fig.6-2. b).
A. Para empezar, sea el signo de A > 0. Tenemos que Re(\) = (X =+ +/A)/2. De aqui, se derivan dos
subcasos dependiendo del signo de k5 y k4.

A. 1.Si ks y k4 son del mismo signo, entonces se puede decir que:

4<k2k4) >0

— (X)? — 4(koky) < (X)?

= V(X)? = A(ksks) < V/(X)? = |X]|

— VA < |X]. (6.2.5)

Dentro de este subcaso, se pueden volver a hacer dos subsubcasos que dependen del signo de X (i.e.
de la relacién entre ko y ky).

A.1.1.Siky > ks — X > 0, se tiene que:
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X+VA>X>0-—Re(\)>0 (6.2.6)

X-VA>X—|X|=X—-X=0-=Re(\) >0 (6.2.7)

La parte real de los dos valores propios tiene signo positivo; el punto de equilibrio es un repulsor.

A.1.2.Siky < ky — X <0, se tiene que:

X+VA<X+|X|=X—-X=0—Re()\) <0 (6.2.8)

X —VA<X<0—Re(\) <0 (6.2.9)

La parte real de los dos valores propios tiene signo negativo; el punto de equilibrio es un atractor.

A. 2. El segundo subcaso importante es si ks y k4 son de signo opuesto. Se tiene entonces que :

4(]{72]{34) <0
— (X)? — 4(koky) > (X)?
— VA > |X|. (6.2.10)

Por lo tanto, aqui, independientemente del signo de X (por lo que ya no hay subsubcasos), se tiene que:

X+VA>X+]X]>0—Re(\) >0 (6.2.11)

X —VA<X—|X|<0-—Re(As) <0 (6.2.12)

La parte real de los dos valores propios tiene signo distinto: el punto de equilibrio es un punto silla. Todos

los casos con A > 0 se encuentran resumidos en la Figura 6-2. a.
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B. El segundo caso, en donde A < 0, es mucho mas sencillo de resolver. Aqui como se ignora la parte

imaginaria (es decir, la raiz) se tiene que:

ko — ky

Re()\Lg) = 5

(6.2.13)

Por lo tanto sélo hay dos subcasos, ya que el signo de los valores propios es siempre el mismo.
B.1Siky > ks — X > 0 — Re(\12) > 0. La parte real de los valores propios es positiva, por lo que el
punto de equilibrio es un repulsor.
B.2ky > ky — X < 0 — Re(A\12) < 0. La parte real de los valores propios es negativa, por lo que el
punto de equilibrio es un atractor. Laa seccion con A < 0 parte se resume en la Figura 6-2. b.

En el trabajo realizado sdlo interesa el cuadrante en donde los pardmetros k-, y k4 son positivos
—ya que una degradacién negativa seria equivalente a una produccidon. Como se vio, dentro de este
cuadrante, la Unica regla importante para determinar la naturaleza del punto de equilibrio es la relacién

entre ky y k4, independientemente del signo de A (Fig. 6-2)
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Figura 6-2. Signo de los valores propios A; y A; en funcion de los parametros ks, y k4, con A positivo (a)
y A negativo (b) . Las rectas son las mismas que en la Figura 1. Las letras representan la naturaleza del
punto de equilibrio si los pardmetros se encuentran en esa zona; A: Atractor, R: Repulsor, PS: Punto Silgas
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6.3. Parametros usados en el modelo

En el trabajo realizado los pardmetros usados fueron k; = 0.004, ks = k3 = 0.005y k4 = 0.008.
Por lo tanto las coordenadas del punto de equilibrio (A.,, I.,) son (1.28,1.024). Ademas, ks > ky por
lo que el punto de equilibrio es un atractor. Es un punto estable con A., > I, (tipo celular Azul) (Fig.
6-3). En el caso de las redes acopladas por la comunicacion directa, la dindmica es mas compleja; sigue
un comportamiento similar al de los sistemas de reaccién difusién y su andlisis ha sido realizado en otros
lugares (Murray, 2002). Uno de los resultados importantes de la reaccion difusion es la generacion de
configuraciones heterogéneas de A y de [ estabilizadas por medio del acoplamiento. De manera mas
especifica se generan picos de activacion en donde A > [ y valles de inhibicién en donde I > A.

Por otro lado, algo interesante de la red es la dinamica que tiene cuando el valor de k4 dismi-
nuye. En efecto, si k4 es lo suficientemente bajoy k4 < ks, el punto de equilibrio se vuelve repulsor (fig
6-3). Sin embargo, por como estan definidas las ecuaciones 6.1.1y 6.1.2, Ay I son siempre positivos.
Esto hace que se formen ciclos abiertos alrededor del punto de equilibrio que se van pegando cada vez
mas al punto (0,0). El tiempo que pasa la trayectoria en la vecindad del (0,0) se vuelve a cada ciclo
mas grande. Por lo tanto, en el tiempo de la simulacion, el punto (0, 0) puede ser considerado como un
atractor. Ademas, cuando la trayectoria estd en la vecindad del cero, I > A', llevando asi al tipo celu-
lar Rojo?. Esta Ultima observacidn es relevante para entender la dindmica que se puede generar por la
comunicacion indirecta. Cuando una célula secreta I al medio exterior, en donde se degrada y difunde
bastante mas lentamente que al interior de la célula, genera una dinamica similar a tener una tasa de
degradacién de I (k4) mas baja. En efecto, al no degradarse en el medio y poder reingresar a la célula,
cambia el comportamiento, generando que el punto de equilibrio se vuelva repulsor (k4 < ks). Al igual,
cuando las células que tienen una tasa «menor» de degradacion de [ forman parte de un agregado, van

a generar un gradiente de I que va a repercutir en las células mas internas del agregado.

Esto se explica por cdmo esta definida la red. En efecto, mientras I > A, los dos pueden alcanzar concentraciones muy
bajas. Si A rebasa a I, entonces su concentracién va a explotar por la retroalimentacion positiva, seguida de la de I, iniciando
un nuevo ciclo.

2Otra manera de verlo, aunque Unicamente cualitativa, es definiendo un segmento S desde el punto de equilibrio hasta
el punto (0, 0). Se define, al igual, una sucesion D,, como la distancia del punto de equilibrio a los puntos de interseccién de
la trayectoria con la recta L. La sucesidén D,, es claramente creciente, pero también esta acotada por el valor de la longitud
del segmento S. Por lo tanto, la sucesién converge hacia el (0,0).
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Figura 6-3. Soluciones de las ecuaciones 6.1.1 y 6.1.2 con diferentes valores de k4 (0.008 (x), 0.0044 (+),
0.004 (.)). Para todas las soluciones, k; = 0.004, ks = k3 = 0.005. a. Concentracién del activador e
inhibidor en funcién del tiempo. b. Plano fase del activador contra el inhibidor. Cuando k£, = 0.008 se
llega al atractor en donde A., > I.,. Cuando k; < 0.005, este punto es repulsor y se forman espirales
abiertas que pasan cada vez mds tiempo cercanas al cero, con I, > A,.
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