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Resumean

En el presente trabajo ze describe, usando un modelo matematice al
fencmeno cooperativo qua se origina aen una malla bidimensional da
anzimas monozustrato. Se contidera due cada una da las moldculas de
anzima sufre el efacto dal promedioco da todas las interaccionas
intermoleculares que ocurren en al si1stama taproximacion de
Bragg-Williamx) y que estax 3dlo afectan a uno de lo: pasos alementales
dal cicle catalitico (el Paso de isomerizacién entre los dos
intarmediarios estables).

Pars determinar las sondiciones que deben satisfacer los distintos
paramatros definidos en el sictema de ecuacionas diferencinsles
ordinarias qua describe la dimimica dal sistema enzimatico fum
necasaric realizar un =studio de la aestabilidad locel y estructural de
las #oluciones del sistema de ecuaciones diferencialaes, las cuales s@
obtuvieron ror medio de simulacionas numericas. EI modalo se estudid
bajo dos distintas condiciones: Primero como un sistema cerrado: Majo
w«ztas condiciones &l modelo presenta transicicones abruptas da actividad
catalitica por arriba de un valor umbral eara la constantae de
interaccidn promedio. Postariormente, el wmodelo se estudid como un
sistama abiertos bajo astag condiciones el modelo Presenta
comportamiantos excitables.

La texis ests estructurada de 1a siguients mangral En l1a
introduccion e describen los princirpales antacedentaes ‘edricos ¥
experimentales que dan origen a los modalos da mallas ¥ =u  importancaia
on la anzimolodia moderrnat an el capltulo unc se describe con detalle
¢l proceso da construccidn del modelo matemiticor en el caplitule dos se
dazcriben las principalex caracteristicazx del méetodo numérico para
desarrollar las sinulacionest an el capittulo trex 36 describen Ins
regultados obtenidos de las simuliacipones numdricass en el capttulo
cuatro ze interpratan los rasultados matemiticos en tarminos
bioquimicos. Se incluven dos apéndices: En al Primerc se dezxcribe la
forma an que Bon afactadss las constantas de velocidad de reacecidn  por
la presencia de intaracciones intermoleculares no espacificaz. En el
segundo se& incluye una brave dascripcion de las Principalas
caracteristicas de los analisis de estabilidad local v da estabilidad
astructural para un sistema de ecuacionas difderencialas erdinarias.



ILntroducclidn

En asts parte del trabaic describe leox principales  antecedentes
tedricos vy experinentales aue dam origen al uso de los modelos da malla
tipo Ising para el astudio de los feroimercs cooperabtivos qua se ban
cbservado en diversos sistemnas bioquimicox, asl como los cbjetivos qua
& persiguen en @l prasente trabajo,

Antacaedentes

Se dice qus uLna membrana es axcitable i, bajo la accidn de un
estimulo axterno (qua puede ser de naturaleza sléctrica o por medic de
Sustancias quimicas), su permeabilidad cambia de acuerdo a la fuarza
del estimulo arlicado (Y. Tagami, 1978}. Una mam®rana excitable muaestra
une gran diversidad de comportamientos dinamicos ro lineales como 3son
la aparicion de oscilacionas sostanidas vy las respuestas del tipo “todo
o nada* ante estimulox pegualos. Ademas, una membrana excitable muastra
ia capacidad de amplificar y extender a toda =u sSuperficie estinmulos
due inicialmente z& encontraban localizados en regiones espacificas de
su suparficie {(R. Blumenthal, 1975).

La respuasts da una membrana excitable se expresa vya sea como
cambios en el potmncial de la membrana o como cambios en el flujo de
una espaecie auimica Que ez transportada a travées de s membrana.’ Las
curvas de raspuessta contra estimulo muastrarn an muchos casos vhna forma
s3omoide, por lo qua =& ba espaculadc SQue la respuesta tiene uh
caracter cooperative respacto & la fuerza del estimulo. Sin aembargo,
existen casos donde al mecanismo de excitacién es independiante dal
Potencial de membrana aunque las curvas da resPpuasta sSiguen mostrando
una forma sigmoide. La respuerta cooperativae que muastran aste ultimeo
Liro de mambranas Nno es caushda por un Flulo de iones & través da 1a
mambrana $1ino que e&x causada pOr iNteracciones  intermnoleculsras antre
Proteinas raceptorax o entre complejos receptor-iondforc o entre
subunidades de las proteinas receptoras (H. Kijima vy S. Kijima, 1978),

Sa ha tratado de explicar el origen de 1la raspuesta cooperativa
causada por la interaccion de los componantes proteicos de la mambrana
ror dos distintos acercamisntos:

1) Uno de allos as & travées da 1nteracciones coorerativas entre las
subunidades de una Protaina oligomérica, basandosa ean el modelo
alocterico de Monod, Wyman y Changeux, acorladas <con procesos da
difusion (R, Blumenthal, 1975 y Y. Tagami, 1978).

Z) £l otro ev & traves de interacciones dae lar9o alcence antre un gran
namarc de protomeros Quea forman una malla bidimensional tipo Ising (J.
P. Crhangeux y colaboradores, 1967 y H, Kijima v S. Kijama, 1978).

Esta ultime modelo supong aue la aestructura daea una membrana
biocldgica sa puede 1dealizar come ura nalla btidimensional de wnidades
lLipoprotéicas. Puesto que diversos métodos de analisis biofisico han
mostrads qua Ia estructura basica de las manbranas biolegicas as  uma

Licapa de IJipidos donde tanto loas lipidos como las Proteinss
INErLinseCkE musttran. en Buchos Casss, una &lta movilidad en el plamw
de la meuwbrana (B, Ajeerts y cplaboradores, 1383, & Blumenthial

srouinentcs <Que 21 Lz de un medelo de malla para descritair el
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comportamiento dinamico da las membranas excitable: ne es apropiado
- puez implica un arreglo espacial £{30 pars las protaimazs intrinsascss de
mambrana (R. Blumenthal, 1973).

Sin embargo, =a han reportado diversos sistemas biclégicos aue
musstran regionaz expecificas de la membrama donde se& prazentan altas
concentraciones de proteinas lntrinsaecas {A. S. Kapralyants, 1988)., Son
an estas regiornes de alta concentracion de proteinas donda un modelo de
malla puede =zar utjl Zomo una primara aproximacidn, Ademis, as posible
que se presenten interacciones de largo alcance en  un sistema
bidimensional compuesto por unidadas oligomericas discretas
distribuidas de manera heterogénea (P. R. Blanquet, (978}, La manara en
la que se establecen las interacciones en extos sistemas ex a truves de
la fusi1¢4n de las capas de lipidos de frontera, e decir, al dominio
lipidice cuyas eropiedades fisicoquimicas son  altaeradas par la
Fresencis da una Proteina intrinseca {G. Vandarkooi, 1978). Exto da
origen a los modelos de Ising decorados (P. K. Ghosh y D. Sengupta.
13978) donde las interacciones entre las unidades qQue forman a ka malla
te dividen an interscciones directas e 1nteracciones indiractas
mediadas por un factor qua no pertenece directamenta a la malla.

Pa lo anterior ze haca aevidente gque loxr modelos de malla proveen un
medio tutil para 2l eztudic dm Fisteamas bicldgicos gqua muastran un
comportamiante cooperative., De hecho, los modelon de malla E -1 ]
amel famante uzados en las clenciazs fisicas y quinicas para modelmr
fancnenos cooparativos como Son las transicionas de fase (S. G. Brush,
1967). Pero, a pesar df que & Conocer algunos sistenas bioqulmicos que
praesentan arreglos de enzimas & forma de mallas bidimensionale: v
tridimansionalaz (M. Veenhuis y colaboradores, 1981 y H, HKirstan vy
colaboradores, 1983}, T. L. Hill indica sua no se ha demozstrado que
talex cistemas rpresenten fendneno: coorarativos puests qua no se ha
obiearvado que sufran, por ejenprlo. transiciones de fasa (T. L. Hill.
198%), Por otro lado. en loz microtubulos se ha encontrade una clara
transicion da fase (la actividad da GTFPasa en al axtremo terminall,
Pero no es un sistema que se pPueda estudiar por medico de modelos de
malla (T. L. Hill ¥ Y. Chan, 19354},

Par 1o tanto, T. L. Hill llega a la concluzsidn de que la inclusisn
de interacciones de largo alcance entre macromaléculas bioladgicas en
los modelos da malla tiane un caracter especdlativo, babido & lo
anterior, T. L., Hill no realiza un analisis, desde un punta de vista
bicauimica, a los rezultades matematicos aua sa han cbtenado de los
modelos de vy los utiliza, en cambio, como ejemplos conceptualses para al
desarrollo da métodos de anislisis en la descripcion molecular de
sistemas fisicoquimicos en wstado aestacionarie (T. L. Hill, 1985).
Ademis, no analiza 1os comportamientos dinimicos no lireales. como Son
las raspuestas transitoriax de alta actividad cetalitica ant«s astimulos
MAyCras a un valor umbral v laz respuestas Jde actividad catalitice
wscilatoria, que puedsn apareacCer en astos modelos. En este zentido, L.
K. kKaczmarek presentd un modaleo de malla bajo la spru-imacien de
bragg-Williams (L. K. Kaczmarak, 137&) donda museslra la aparacicnn da
solusicres periddicas, Sin embargo. moe resliza un  eastudis  sistematico
da los diztinteoi comportamientoz dinamicos auae pusde generar s modelo
concentrandosa, an <cambio., en estudiar el acorlamiento da Laz
soluciones peri1ddicas con un campo OscCllante externd.
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Cbjetivo Do La Tesis

£l objetivo del pressnte trabalo es estudiar de mamara sistematica
los comportamiantos dindnicos no lineales que X& pernerarn en una mnalla
bidimenzional dae moleculas de enzima bajo 1a aproximacidn Jde
Braggs-willijams (o de campo promedic). En particular, se astudia con
datalle el efecto <que causa la fuarza Je interaccién entre las
moldculias de enzima sobre la dinamica de la reaccidn anzimitica.
Considero que esta tipo da arnilixis y su intarpretacién en términos
bioquimicos constituye una alternativa valida para explacar los
comportamientos dinamicos no lineales que se han reglistrado en diversos
sistemzE biocldgicos.

Se deba aclarar quz el presante trabajo no as el unico Uk existe en
la literatura que intenta describir los posibles efectos que causan las
interaccionas intearmoleculares «n la dinamica de una reaccion
enzimitica. J. Ricard v colaboradoraes han estudiade los efectos gqgue
causan las intaraccicnas antre las moléculas de enzima ¥ las diztintas
astructuras subcelulares &n uns tecria que ian denominado como Cirdtica
Estructural {(J. Ricard y G. Noat, 1984), A partir de este trabaijo, G,
R. Welch astudia Imx interacciores moleculares gque ocurren en los
complejos o agregadox multienzimaticos (G, R. Welch y <olaboradoraes,
1988). Conceptuilmsante, @1 modelo final sue obtuvo Welch a3 una
axtansidn del modelo de Koshland, Némathy ¥ Filmer Sue deascribe el
comportamiento de enlace de sustratos qua muestran las enzimas
alostericas (J. Ricard y A. Cormish-Howden, 1987). Se debe aclarar que
ninguno de estos modeles involucra la presencia de mallas de Fproteinas.

El prasante trabajo s¢ distingue de los dos anteriores an que se
supone que la int&raccidn que sufre una moleculs del sistens dapande
del estado dinamico promedio que muastran las restantes moléculas del
sistemas «n cambio, en &l modelv de J. Ricmrd se supone que la
interaccion entre las moleculas da enzima ¥ laiz moléculas de las
astructuras subcelulares son fiempre Las mismas i1ndependiantemaente  dal
astado dinamico de laz moléculag de enzima. Por otra parte, se supone
qQue el sistema enzrimitico & comporta como un sistema espacialmante
infinito, mientraz que «l modelo da G. R. Welch conmsidara sistemas da
agrupamiantos multienziniticos finitos,



Capitulo 1

Construccidn Del Modelo Matemdtico

A continuacidn prazento la construccion de un models matemidtico que
dascribe la dinamica da una reaccion snzimitica donde =& Presantan
interacciones dea largo alcanca entre 1as wmoléecuias de anzZima. E1
objetivo qua se Persigus con el estudic de ¢ste modelo s determinar en
que asiFectos e altaran los comportamientos dinamicos descritos por la
enzZimologlia clasica dabido & la Presencia da lax jnteracciones entre
las moléculas de enzims.

El modelo mateamitico se estudisrd bajo dos corndiciones dinamicas
distintas:

1) Primaroc comeo un sistoma cerrade & 1ntaercambilos de materia <on  los
alradedorex, debido a qua asta e la situacidn que se Preasenta en los
axparimantox realizados 'n vttiro,

2) Postariormente como un sistema abierto a intarcambios de matearia con
lox alrededores, dabido a qua esta &3 la situacidn que impera dentro de
la célula viva.

1.1 Modelado Del Sistema Carrado
Como punto da partida para la construccién del modelo considero el
Slouiante mecanismo de reaccldn para la tranzsformacién da un sustrato S
sl praducte P por medio da 1la enzima E:
Kk k K
8 ¢ E L SE 2 EP L E+FP (.

k—l k-l

En astas scuacicones S, E y P reprasantan lazx concantracionss de
sustrato, enzima y producto en su forma libre respactivamente. misntras
qua SE y EP reprazentan las concentracionas da los complejos

sustrato-enzima y anzima-producto respeactivamanta:s k‘. k_l. k’. k_‘ ¥

k' son las constantas de vaiocidad para cada una de lax reaccionas

alapantalaz. Ss suPpone qQue 4l sistenma e pusdes modolar como una malls
bldimensional tipa Ising donde ern cada nodo xe encusntra localizada una
molécula de enzimg.

Las interaccionaz entre las moléculas de enzima dan origen & una
anergla libre de interaccidn gque perturba las magnitudes tanto de lasx
enarglas libres de Gibtbhs de cada una de lax especies moleculares
1nvolucradas an el mecanissmo da la reaccidn como da la enersls libre de
activacidn da cada uno da 1oz rFasos elementalas del nacanismo de
reaccidn. Estas perturbacionas alteran los valores de laz vonstantas de
velocidad de cads urno de los pasos alementales vy. por lo tanto, la
valocidad total de la resccidn es parturbada. Loe afectos de las
interaccionas entre laz moléecules de enZima deben ser ncorporados de
manara explicita an las constantes da velocidad de cada unc de los
Fasot alementales de la rasccisn, corrigiends 1a enarglas libre de
activacion {an el apéndice 1| sea describe con deatalle como se debe
raalizar tal correccignd. .
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E}l siguiente Paso an la construccien dal modalo ¢onsiste an  Tuponar
las siguientes hipdtesiz de trabajor

1) Se . supona que al afecto mas  importante aue provocan las
interacciones i1ntermolaeculares ocurre en la sagunda “taPa [-E3
mecanismo, el proceio reversible de iscmerizacién entre 1os  complelss
SE ¥ EP. mientras que @] e&fecto sobre las rastantes etapas e5 pequalfio y
puade ser desprecilado.

2) Se supone qua laz 1nteracciocnes entre las moldculas de enzima puaden
sar descritas baje la aproximacidn de campo promedio.

Puesto que =1 paso da izomerizacidn es al unico que ex afectado por la
presancia de lazs interaccliones, ¢ le pueda considarar coma W paEQ
autocatalitico en el sentido de Aue las moléculazs del complaio EP
interactiuan unas con otrax de forma tal que catzlizan su produccidn &
partir del complejo SE.

Como ta& realize la aproximacidn de campo promedic an al sistema, la
aenargia libre de activacion =e puede tomar como un término que deparnde
de marera lineal de la concentracidn del comelajo EP (S. Strassler vy C.
Kittel, 1965). De asta forma, la erargla libre de activacién de <ada
unc da los proceasos de isomerizacisn toma 1a forma:

287 = ¢ - nlEP) t2a)s

-

aa® = o_ - nlEP) <,

donde aﬁ:. AB: son ias enardias librex de activaci®n de los procesaos de
isomarizacion Jda SE a EP v de EFf a SE respactivamances ¢ £_s0n lax

energias libres de activacién de lox mismos procasos an la  inituacicn
donda no tisnan ludar interaccicnes aentre las eaenzimasg LEP] as 1a
concentracidén del compleic enzima-producter 1 es una constantea
ralacionada corn la fuarza de interaccidn Promedio entre las. enzimas: =l
términe -nlEP} corresronde & la ener9ia libre de interaccion,

Fara calcular las constantas de velocidad pera 1oz procazos Jda
isomerizacion se hace usc de la teoria del estado de transicasen (I, H.
Sagel, 1975), Esta teorlia permite relacionar la energalsa libre dJde
activacidn de una reaccidn elenantal con U constante de velocidad
sagun la fermulas

kT .
t.-n.-;—exp[-&g-} i,

dorkie & as la conttante de vaelcocidad dea la reaccion «lemental, L. ax ls

ronstants de Baltimann, h &3 13 constante de Planck. R ex 1a conmsLante
Mlversa. de los gases jdealex v T es la temperaturs atisoluta el
zistena. Sustituyendo an la ecuacicon () lag expresiones pares las
arergias libres de actavacien de lof procesos de ssomerizaciar (23 dia
nbtienan lag siguientes axpresiones Para lasl constantes de valocldad:

&



k'T te, - niEP)} - :
k3 = '—F— QXP[' _'_RT-_—'—] 't-‘a)‘

kg T te, - MIEFD) T e
L axpf - -.—.—RT—-—.—.-] L tAbY .-
Al rearreaglar log términoy exponenciales ean laz _exﬁ?.stonef

antar icreas, se obtienern las niguientes axpresiones:

k, = o exp[ BIEPI ] : © - «<Sa)y

k_, = g ee[plER] S {(Shi,

21 3@ definen o. 3 ¥y @ como:

kT € . N
o —— expf - m] tEalt
kgt £
A= exp[ - prl {6b)
& = n/RT {65 .

Como pumde cbsarvirse en las eaxpresiones antericores, las constantas da
valocidad para 105 procesos de lzomerizacisn incluyen los aeafectes
provocados por las interacclomas entre las enzimas €n un Factor
axponencial.

Por ultimo, la constante de eaquilibrio para la raaccion de
1SomeriZacisn toma la forma:
B\IEPI“‘
o o
Kea = —BWEPI, " A 7
re

1a cusl 1ndica Qua las irnteracci1ones antre 1as anzinma:s no afectan & la
conskante de eguilibric de la reaccidn de i1somarizacidn.

Para describir la dinamica del mecanisne de raaccidn (1) se hace uic
da la Ley de Accidn de Masas, “on 1a cuml se& obtiene el siguiente
sistana de ecuacionus diferenciales ordinarias de erimer ordent

L x5 - Kk, SeE 221,
9% 2 k_[SE + ¥ EP - ¥ SIE (8o,
gt -1 s .

9L .y 50 + e - 1| o aa™Fise (gct,



dEf SEF GEF

GE * o= SE - (h3 + e EP {3d},
oF
ac * k.EP (8ea)y

doenda S, E, SE, EF y P reprasentan las concentracionas del susterato
libre, de la enzi{ma en 34 forma libre, de& los complejos sustrato-enzima
¥y enzima-producto v del producte libre respactivamente, todas ellas
comg funciones decsndientez del tiempo t., E1 sistema de ecuaciones
diferencialaes (8) debe cumplir ademas con laszs condiciones inicialezs

S(Q) = So = 0, EI0) = E° = 0, SE{D} = EP(DY = P(D) = 8 (2.

Duranta «) transcurso de un exFerimento cinetico, la anzima nNo se
degrada de manera apreciable., De esta manera, se aestablece la condicien
da balarnce de mite Para la concentracidn tota)l de enzima E“:

Eo = E + SE + EP 110},

La igualdad anterior 1ndica <qgue sdlo es necezarioc conccer la
evolucidn temporal de las concentracionax de las esPecies 8. P v
cyalasauiara dox da entre E, SE o EP para tanar caracterizada toda la
diramica da la reaccidn. Si se toman en consideracicn a las especies SE
y EP para la caracterizacidn de la dirnamica, ¢l sistema de ecuaciones
difarencialas ordinarias reducids que se dabe resolver ast

o= ~k,E,S + th_ + k SISE ¢ k SaEF (11a},
"%.EE Ak ES - (| e K5y oe®EFiSE + 12a%EF - K, SIEP 1By,
LE 2 0a™Pee - (ne%F 4w seP (1es,
g%_. k'EP (11,

Fara simplificar @] analiziai matematico del sistema da ecuacionex
difarenciales {11}, ez convenienta aexpresarlo an forma adimensional
PUes de asta MANQra se puade reducir al Nnumero de parametres ajustable=s
que lo dafinen (C, C. Lin ¥ L, A. Sagel. 1374). Para hacer adimensional
el sistema da ecuaciones diferaencimles e i1ntroducen las siguientes
varjables adimensionalesr

e e g



= = —E—— {12d);
o
o= _E__ t1ze),
o
Llevando a cabo &l cambio de variablas, el sistema de eacuaciones
djferenciales ordinarias adimensional toma la forma:

g% " -5 & (K_‘ + zlea + step {13a),
L2ws -z 4k, ¢ Ke®isa b (K ™ - niep t130),
dez = K=e¢°ps. - (K4 K-'.¢ep,'P (13@)%"

gg . K,ap : Jo o U13dy,

donde los parametros K_‘. K’, K-a' K‘ Y 2 se& han dafinido cqu:'J :

Yoy S e
K" rE A1)y
P : S
o N (R o
x, * Strabyy
) S
K_g ® "—-E- Tt14c)y
-]
k. .
K. = (7ot -9l {14a)y
L &
¢ = QEQ ) {14a}s
v lag condicionas iniciales toman la forma;
S
40) = 5 = EE = 0. sail) = epl0) = ptO) = 0 as).

Nétese que Bi la funcidn eplir) as conocida antonces: e8 potible
conacer la funcién plT) por intagracidn Jdirects de la ecuscion (15d).
Por 1o tanto, s$&lo a3 mnacesario conocer la solucidn del sistema
raducido formado por las scuaciones {(13a), (13b) y (13¢c) para tener
totalmente caracterizada la dinamica del mecanizmo de reaccien (1).

1.2 Modelado Del Sistema Abjlerto

En la seccidn antarior se construyd &l modelo matemiatico  Suroniands
Que @l zi1stema enzimitica bajo enstudic se wrncuantra an un CompRrilnento
dondae no ocurren i1ntercamblios de materis con sus alrededores. En  asts
situacian, las leyes de jla termodinamica indicarn que una  vez wnaciads
li resccidon, eits llegderd al equilibrico tarnedinamico puad Mo axista
maners de forthr al zistema a permanecar al<jads Jdel wmiftwo, L3 Unich
forma positvlie da mantenar a un sistema alejado el aquilioria




tarmodinamico ex manteniendo constante la perturbacidn que inicialmente
lo aleid de dicha situacidn (G. Nicolis e I. Prizogine, 1977).

En el cagso antarior, la perturbacion conzistid en modificar las
concentraciones de equilibrie tanto del raactivo como del groducto de
Ia reaccion. ASL entonces, la forma d¢ hacer que al sistema siempre s
encusrtre una una fSituacicn alejada dal equilibrio ez manteniendo las
concentraciones de reactive y de producto distintas a las que toman en
el eauilibris., Esto =¢lo as posible 32 &l si1steama &8 capaz  de
intercambixr materis con los alrededores.

Para el modelado del stiztama abierto, el macanizme de reaceidn Pars
la bransformacion de un sustrato S en al progucte P por medio de la
enzima E %a modifica de la sigumiente formas

k [ k

S +E J SE -t EF 2 Es+P (15,

a 3
-5 -2 l "
-

donde Sa es la concentracidn constante de sustrato en el medio de

reaccidny E, SE. EF y P representan las concentracicornes de ia enzima en
su forma libre, dal complejo sustrato-enzima, dal comPlejo
enzima-producto y del producto en su forma libre respeactivamente; k..
k.‘, kz. k_', l!- v k- =on las constantes de velocidad de las reaaccionas
ealementalas. Debido a que ss eitd afadiendo continuamente suztrato al
nedio de reaccicn, es valido suponer que la concentracidn de sustrato
en &1 Te mantiene constanta indepandientamente de la duracién del
expearinsnto. [

La dinamicz de aste nuevo mecanismo da reaccion esta descrita por el
siguiente zigtema da eacuacionas difarencialest

oE
E 2 k_,SE + K EP - k S ‘E (17a),
9wk 5 0 + 3e%FER - e ¢ ce®™Free (1761,
LEE < 00 For - i, ¢ 5aFiER t17c),

dF
E Ir.EF" - k.P (17d}) s

donde E. SE, EP v P son lazx concentracionas de la enzima en su forma
libre. del complejo sustrato-anzima, del compleljo enzima-producto y del
eroducto en su forme libre respectivamente como funcién dal tiempo t ¥
‘30 & la concentracidn constante da ruztrate on 3l medie de raeacciong
ademas, w] sistema de ecumcionex diferenciales (17} debe cumplir con
las condicionas iniciales:

ECO) = Ec = (0, SE(Q) = EFP(0) = (N} & O {18).

A CONLINUACION Za@ SUPONeE que 1oy intercambios de materia zolo ze dan
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antre el sustrato y el producto de la reaccién wmiantrax gua las
rastantas esprecies moleculares no fluven hacia loas alrededoras. Da asta
manara, s& establece la condician de balance de  irasa pPara la
concentracion total de enzima de 19uml forma a come vocurre en &l caso
anterior. Por lo tanto. el z:stema de ecuaciones diferenciales <qua ean
renlidad se debe resolver eas el siguientea:

4SE - oEP OEF

958 = kES, - tk_, + k5, + oa®EPicE + (pa®EF - k5 P (1%a),
EP - e FPse - (1e®EF « 1 1EP (196},
-at »

dF

gt = V-EP - k.P {19c),

sujeto a las condiciones iniciales:
SE1Q) = EP(DO) = PLO) = O (203 .

Tal como se hizo en al cazo anterior., para facilitar e]l estudio dal
sistema (19) a3 convaniente expreasarlo en forma adimenzional. Para esto
se realiza un cambic de variagblez en el sistama uzando las mismas
variablezs adimensionales que se dafimieron en &l <caso del sistems
carrado (véase 1a ecuacich no. 12). Después de realizar el cambio da
varjables, s« obtiene el siztema adimensional:

SR as - s, v K+ Ke"Pise ¢k e - 5 iap T zim,
288 = k,a®Pze - (K_&®*P + K Vep . 2160,
g; = K-.p - K.p {2lc)y
donde K_l. Kyr K r Ko v o tienan ¢l mismc significado |ue en el caso

anterior (véase la ecuacidn no. 14) mientrag que loz parametros S, ¥ K.
sa han definido como:

Sa
s, = E; {228}
kl
K. = —F:Ezﬁ {2203

¥ POr ultime, las condicione: imciales toman ta forma 1
ag{0) = ep(0) = pi0) = 0 {25,

Come puede cbservarse o1 wl 3ilstema de ecuaciones diferenciales
(211, li ®&cuacisn (21c) asti desacoplada de las dos rastantes,  por lo
Que S8 Ppuede resolver de manera 1nRediata una vex gue sean  conoGidas
laz funciones sair) vy &«#iT), 1o ceual hacs qua =l Prowlema matematico seo

1



reduzca a ls buzqueds de laz soluciones da las ecuaciones difetfenciales
(21a) ¥ (21b). Las scluciones gue sor de garticular interes " para el
FPresente  traba)o 30N lax solucionas excitables (en términos
bicaurmicos, estas solucliones constituyan <comportamientos dindmicos
donda el sistema es caraz de amplificar un peguens estimulce externo
moztrando durante un cierto instante de tiempo wna alta actividad
catalitica) ¥ las soluciones pariddicas {en términos bjijoquimicos, estas
soluciones constituyen comportamientes dinamicos ctonde lag
concentracicnes da los complejos enzima-sustrato y enzima-produsto v
dal producto de la reaccidn oscilan en al tjempo de manera autdnomal.



Capitule 2
Método De Solucidn

En aste capitulo describo los métodos matematicos que deben sar
anpleados en el anklisizs del wrodelo matamatico construide e&n el
caplitulo antericr.

2.1 Curvas De Velocidad Inicial

La dindmica da una reaccidn catalizada por una anzima monesustrato
que te ajusta » un wmecanismo de resccion cgue jinvolucra la presencia de
dos intermediarios estables atraviesa por treas distintas etapas (L. A,
Gegel, 1988). Dichas wtaras Fresentan lss siguientes caracteristicas:

1) En la primera atapa 3¢ observa que la concantracidn de sustrato casa
no 5@ altera mientras que lazs concantraciones de los dos intermediarios
aumentan hasta alcanzar un valor maximo, Esta etapa s muy corta y &éle
Puede ser ragistrada usando tdcnicas especiales de medicidn.

2} En la sepunda atapa s& obsarva qus las concentracicnes de Joz
intermediarjios sa mantienan casi constantes miantras bl lau
concantracioneas del sustrate y dal eroducto cambian da manera
apraciable.,

3) En la ultima atapa 32 cobserva que las concentraciones de lox
intarvediarios decasn raridaments v, junto con la concentracidn de
sustrato, alcanzan su valor minino mientras gue las concentracionas de
producto v da enzima libre alcanzan su valor miximo.

En los exparimentos realizados tn vitre sslo = registra al
comportamianto dindmico dal sistema enzimatico durante la segunda etapa
Pues con tal informacidn se pusden determinar las caractarigticas mas
importantes de la enzima como catalizador blolégico.

Pabido & lo anterior, paras la descripcidn de 1la dinamica de una
reaccidn enzimitica &t razonable suponar qua laz concentraciones da los
complajox SE y EP no cambian an al tiempo, lo cual se evpresa en
términos matamiticos da la zmiQuiante format

%; ==, - (s° + K-n + K.nwlsc + tK_'.“p - s )ep = 0 {1lal),

SeP . K, e®*Fse - ¢, ¢ K_a"Prep = 0 (b

FPuazsto gus en la primeara stara de 1la reaccidn la concentracion de
suttrato cast no cambia, e sustituve, en lugar de la concentracicen
={r¥, 1l concentracién tnicial de sustrata L asta aproximacion En

conoce como supesicidn de pseudo astado estacionaric. Cona pueda
cbzarvarse en =1 sistema de ecuaciones noc linealaes (1, las
concentracioness en el pseudc astado estacionario de los complelns SE v
EP t:co y ep respactivaneanta) son funcidn de la concentracidn inicial

da sustrato.

ahora 5410 resta calcular la concentracion del sustrato siT) pars
datarminar la dindwica complata de la reacciént la funcien (7)) as  la
13



20lucidn da la acuacidn diferencial:

g_.s—, = -5 & (K_l + g)lse ¢+ xvap 2y,

la cual puede ser integrada de manera directa puesto que las funciones

sal(r) v epi7) ya son conccldas {(corraspondan a lazx concantraciones da
rseudo estado sastacionario).

La caracteristica cindtica mas 1mportante que sa registra duranta la
etapa de pseudo estado astacionsrio de la reaccién e la vaelocidad
inicial. Esta velocidad es ls velocidad instantanea que e registra wn
al momento en qua laz concentraciones de los intermediarios alcanzan sy
valor maximo {(pPrecisamanta las concentraciores de pxneuds astado
estacionariol. L.a velocidad inicial puade sar calculada por mpadio de
las siguientas scuacionas:

- ds - de
Ya .‘ ar " -5, + tK_l * so‘ls-o + soucpol g K.upo 3.

Comc e puede observar en laz ecuaciones antaricoreas, la wvelocidad
inicial de la reaccién ez funcidn de la concentracidon inicial de
sustrato, Azl, una grafica de Ia velocidad inicial da& la reaccion
contra la concentracidn inicial de sustrato contiena la gran sayoria de
la informacidén cinetica interasante de la reaccion enzimatica.

Para calcular la valocidad inicial de la reacci1dn a5 necesario
conocar las concentracionas an &l Fsaudo astado astacionario de los
complejos GE y' EP., Tales concentraciones son las soluciones del sistema
de scuaciores no lirsales (1). Sin swbargo. Nno e factible aencontrar
una solucidn exacta para aste sistema (dabido a la presencia da los
términos aexponenciales) salvo en el cazo donde no se presentan
interacciornes entra ias enzimazx (al cazo con ¢ = 0).

Las exprasiones para las concentracionas e vy eP, an este ultimo
caso 30N las siguisntes:

. - tR_, + K is,

o t4a),
o T STR, TR, TRV R, IR, v R FR_ K
K_s
2 0
e _ = + (A1 g
o E N SR R k'ﬂ._. + kz) k_ll\_’

con Llas cuales la ecuacion para la velocidad inicisl toma la forma
clasica de Michaelis-Mentens

v =
man o {5,
So + Em

¢ ls '+ =
o o

=1 s& dafirnen las siguientes constantass
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K = - = s -2 . t6a)y
L K’ + K-S * K'
K K
2" n .
Vmas * E. 0 R-a [ E' teb).

Obsérvess en la ecuacién (95) que conforme la concentracidn inicial dea
SULLrato e hace wuy grande "'o > Kmh la velocidad 1nicial se acerca

asintéticamenta a un valor limite Wm“). Ecte comportamiento de
valocidad inicial sxa observa axperimgntalmente para reacciones
anzimaticas donde la concentracion da enzima es muy baja y, por 1o

tanto, se dpara Juy No Se preasanten intaracciones entre lax moleculas
dga enzime (K. Hayazhi y N. Sakamoto, 19886),

11}

Pebidc al rasultado anterjor, se easpera qua cuande se tengan
intaracciones entre lazs moléculax de enzima (¢ = D} aparezca uno de
trax posibes comportamiantos:

1) Gue la scuacidn pars la valocidad inicial siga mostrando ia forma de
Michaaliz-Meriten, pParo qua las constantaes Km v v“_ se vean altaradas.

2) Que la velocidad inicial wmueastre una forma sigmoide respacto de la
concantracidn inicial de sustrato.

) Que la velocidad i1nicial muastre un cambic abrupto al alcanzarse un
valor critico para la concantracidm inicial de sustrato.

Como an aite Caso No Se Pusde obteaner wuna expresidn exatta para la
valocidad inicial, zsa debsa recurrir a 108 metodos rmumericos para
obternar una solucidn aproximada fpara las curvas de velocidad inlcial

(e al ap#ndice 2 s& muastra <l método numdrico ewpleade an  exta
trabajyo).

2.2 Curvas Do Norma
Pars detarminar la posible axistencia de comportamisntos excitables

en 1 wmodelo ez necesario resclvear el sistema de acusciones
diferencialest

B ey, - s, K+ KeTige e tx_..e""’" - s ter (7a,
92 » K, e Fsa - (K_,e® . K rep (761,

Sin ambargo, no as Fosible obtener una solucidn axacta para este
sistema debido a 1a Prezencis da los terminos exponenciales, por lo quae
se& hace nacasario considarar una estrategia Que involucre el uso de
métodos numericos para obtenar, por lo mencs. soluciones aproximasdas.

Para &l dizeMo da un mitodo numérico 2ficez se debe tomar ern  cusnta
g an el szistema da aecuscicnes diferencialez (7)) se encumtran

dafinidos s@is pardmatros ajustablas (3. K_ .. K, K .. kv #). 8Solo

algunos poCos conjuntos de valoras para estof parinetros correzpondan a
las condiciones necesarias que originan comportamiantos excitablez.
19



AZl. una blisquada de solucionas de manera aleatoria generaria, con toda
saguridad, un gran numers dea soluciones para &l zistema que Nno
corrasronderian a comportamientos excitables.

Debido a lo anterior, la estrategia para la busquada de solucionas
debe consistir en calcular primero los estados aestacionarios (y sus
caractaeristicas de astabilidad local)l dal sistema da ecuaciones
diferanciales para un clarto conjunto de valoras para 108 Parimetros ¥,
rosteriormenta, realizar un anilisis da la estabilidad aeastructural de
los astados estacionarios para limitar las zonas del espPacico de
Farsmatros qus ruaden dar origen s comportamientos excitablas {(en el
apdndice ? sa dascribe en que consiste el anhlisis da estatrilidad local
y eitructural). Una vaz que se ha encuentrado evidencia de la presencia
de un comportamianto aexcitable entonces se fProcede a realizar al
chlculo numérico de laxs soluciones no astacionarias,

fara representar de manera grafica 1oz resultados obtenidos se hara
use da graficas donds Se ralacionan, de minera sisultanes, las dos
componentes del estado estacionario con =] parimetro librer 1o anterior
as Posible debido a Qua cada <componente del astado eztacionario as
funcidnm de los distintos parimatros. Fara esto 3e toma la normes
euclidiana de los astados estacionarios:

norma = (w.; + -p;l‘ {8).

El anilisis de asxtabilidad estructural genera un conjunto de Paralas
{(paramatro librea, norma) con 2l cual @3 FoEible generar una curva de
norma contra parimetro libre., La curva de norma contiena toda la
informacicon sobre la forma como dapandean los aztados astacionarios y su
establlidad local dal paramatro libre (E. Doadal, 1984).

Cuando al siztema de ecuaciones diferenciules presenta multiples
astados astacionarios para un clerto conjunto de valores para el
raridmatro libre sntonces la curva de norma debe mostrar wna forma de
“S*, Una caracteristicas geométrica importante de lax curvas de norma
bajo astas condicionexs son aquallozs puntos donde la curva cambia de
direccién 0 puntos limita; estos punton se curacterizan porque an allos
la derivada de ls curva de norma raspecto del parimatro libre se hace
vertical. Ex muy importante caracterizar estos puntos pues sU  relacidn
con los puntos de bifurcacidn de Hopf (ver dafinicidn en el apéndice 2)
indicarn la presancia de comportamientos excitables.
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Capftulo 3
Simulaclones Numéricas

Una veZz construldo &)} modeleo matemitico qua describe la dinamica de
una redccidn enzTimitica donda se Incluyen interaccionas de largo
alcance sntre las moléculas de enzima y determinada la estrategia para
1a bugqueda de comportamientos matemiticos de interés biroquimico, se
procedid & realizar las simulaciornes numéricas. En este caritulo se
dascriben lox resultados mis 1mportantes que 3ze obtuvieron de talaes
simulacionen. .

e
3.1 Sistema Ceorrado

Los valoras para los parimatros relacionacos con las constantes da
velocCidad se aligieron de forma tal que ean las simulacionas numsricas
5@ obtuvieran fandmenc: cCoopsarativos. Dasguds da habewr realizade variag
simulacioras de prusba, los parametros se ajustarcn a los valorest

K_‘ = 0,94, K' = 0.06, I'i_’ = 0,50 vy Kg * &6.50 (1),

Para detarminar al intervalo de variacidn para la concentracidn
inicial da sustrato s, 5= tomé como refarencia la dinimica donda no se

Presentan interacciones {es dacir, «! caso donde el pardmetro ¢ toma =1
valor de 0.00 unidadas). En esta caso, la dindmica de la reaccidn asts

caracterizada por las constantas L ¥ an. {constanteas de

Michaslis-Menten). Un intervalo de variaciédn apropiado Para 2,
compranda una longitud da aproximadsmente lul-’.m unidades (I. H. Sagel,

1975)., AsL, comn los valoras que sa aligieron para los parsmetros, y las
exprasiones definidas «n an el capitulo anter:ior, las conztantes de
Michaslis-Menten toman los valores:

K = 0.98725 y V = 0,05524 2)
L 0 maM
Y =& obtiene @l siguiente intervalo de variacion para Tt

s, ®[9.00,10.00]} (.

Solo resta daetearminar el conjunto de valores <gue puede tomar el
Prarimetro ¢ o constante de interaccién promedio. Debido a qua sa e3ts
considarandos que las interacciones entre lazx moléculazs de anzima
favorecen la velocidad de la reaccidn de cadh una de lazs moléculas de
anZime QuUe componen al sistaena entoncex el paramatro ¢ s3lo puade tomar
valoras mayores a cero.

En las figuras JA ¥ 1B se muastran las curvas da valocidad 1nicial
contra concentracion inicial da zustrato gue s cocbtuviesron Jde las
simulaciones numéricas., Comg puade observarse en las figuras, Las
dinkmicas con valores de ¢ comprandidos entre 10,00 y 40,00 wadades
muestran un comportamiento similar al de la dinamica da refaerencia
tcurva A). Al analizar los reasultados rumer icos, e e«ncuantrd  [ua las
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constantes de Michaelis-Menten aumentan zus valores resFucto de los que
s« encontraron an la dinamica de referancises los valores calculadoz por
el metodo grafico de Linewaaver-Burk Parx las constantes de
Michaelis-Menten se muestran en la tabla no. 1g

TABLA No. 1

+ 3 v
™ max
0.00 0.98732 0.05524
10.00 1.08091 0.06013
20.00 1.21714 0. 06659
30.00 L. 42968 0.07578
40,00 1.94929 0.09093

En cambio, pars las dinimicas con valores pars ¢ mayores o igualasx &
S0.00 unidades se observa le BParicidn de intervaliot dJda concentracidn
inicial de sustrato donde existen tres valores diztintos para la
velocidad inicial asociados & un valor uUnico de " Ademis, lag

simu]laciones muastran qQue para valoras grandas de S5 todak lasz Curvas

sS% acarcan, de manera asintotica, a un valor limite laste valor limite
s@ hace constante conforme ¢ aumental. Esta Ultimo cosportamiento ez
importante porue 1ndica una saturacidn en la respuesta da la enzima &
altas conCentraciconas da sustrato, tal como era de easperarse.

Nétoue qQue el inicio de la zona da multirlicadad para la dimamica
con @l valor de 50.00 unidades Para ¢ e encuentra casi al final del
intervalo de variacidn para s, Debido a esto, se investigd la posidle

axistancia de zonag de multiplicidad para laz dinidmicas con valores
para ¢ menores & 30,00 unidadas paro para valores para s, en al

sigujiente intervalo:

s, « [10:00,100.00] 41,

Los resultados obtenidos se musstran en las figuras ZA y ZB. Como puede
observarse an estas figuras s&lo la curva F (la dinamica con e! wvalor
de J0.00 unidadas para ¢ muestra una -ona de multiplicidad mientras
aue Llas curvas restantes muestran un comportamianto Caki constente que
corresponde a la regidn de saturacién de la curva dea velocidad inicial.
b2 eztos rasultados ze pueda concluir que, da exiztir zonas da
multiplicidad rara las dinamicas con vValores Para ¢ RenHClras o (gudlas a
40.00 undadaes, eastas se deben Presentar para valores de %, Mayores &

100. 00 vmadades.
La apariciéen d2 intervalos de concentracion tnici1al da sustrato

donde se presentan tres distintazs velocidades iniciales gara la
reaccidn @enIindtica €8 un resultado extrafio desde un punto dE  vista
18



bioquimico, por lo que es necesario der una exelicacidn alternativa a
gste  resultadoe mbtemitico. E1 amslisis detallade d= la 'dinamica
complata cde la reaccidn debe provear los dakos necesarios que permitan
realizar una correccidn a !as curvas de velocidad inicial.

Ernr esta momento &= conveniante racordar que lag curvas de wvelocidad
inicial fueron calculadas suponiende que la hipdteszis de pseudo estado
estacionario también aes valida cuanda hay intaracciones
intermolacul ares prazentes en e)] sistenma. Las concentraciones maximas
de los intarmediarios {lozs complejsos SE v EP)} son calculadas suponienda
gue la concentracictn inicial de sustrato no ha canbiadeo durante el
intervalo da tiempo que transcurre daesde @l inicio de la reaccidn hasta
que los complejos alcanzan sus concentraciones mAximas. S5in embargo, en
un sistess cesl, la concentracion de sustrato sue sa reagisztra en 2l
sistema en el momento en qQue Jos complejos han  alcanzado S
concentraciones miximeas siempre as senor que la concentracidn  inlcial
de sustratoy este heacho rpuede constituirse en una fuente cde arror en el
calculo de las curvas de velecidad inicial.

Para determinar el comportamiento real del modelo en las zZonas donda
se prazentan miltiples vealocidades iniciales sa realizd un estudio de
la dinamica con ®1 valor pPara ¢ da 60,00 unidades por medio de
simulacionas ruméricas del sizstema de ecuaciones diferenciales usando
el método de ‘Runge-Kutta sami-implicito de tercer orden (M, L.
Michalzon, 1976). Tal como puede cbservarse en la figura 2B (curva G),
an aste caso la zona da multiplicidad aparace entre lox valores de 3.50
¥ .00 unidades para la concentracicén inictal da sustrato.

En al estudio de la dinamica de la reaccidn se consideraron valoras
para la concentracieon i1nicial de sustratoe que fe encusntran carca de la
zona donde &parece la multielicidad de velocidades iniciales,
estudiando con detalle lo qua oCurre en las concentraciones inicialas
de sustrato donda desaparaca la multiplicidad. En las figuras 3Aa, JB,
3C ¥ 30 s& nuastran los cambjos tamporalaes i ufren lay
concentraciones da las distintas especies que L1htervienen en  la
reaccion cuands la concentracién intcial de sustrato toma los valoras
da 3.50, 7.00, S.00 y 10.00 unidacdexs respectivamante.

Tal como se manciond en 21 capitulo anterlor, la velocidad inicial
de una reaccidon enzimatica correasponde & la velocidad instantines de la»
raaccion <cuando la concentracidn de los intermediariog establas
alcanzan su valor maxiwmo. Las simulaciones huméricas muestran 4que 1a
concantracidn de sustrato que existe en el medico de reaccidn cuandgo los
complejos alcanzan su concentracidn mixima es alrededor de un 20% menor
que la concentraciédn i1nicial de sustrato; de «=ta wanera, los valoras
da las concentraciones maxiamas Para los complejos (en aspecial la del
zomPleio EP) se eancuentran Fror dabalo de loz calgulados baje la
hipdtasis da preaudo estado astacionarioc. En la tabla no. 2 & mueskran.
a manara de eiemplo, algunos valores da las <oncentraciones miximas de
108 compleios (el superindice *pea” indica que =2 trata de 1la
concentracion calculada usande la hipstesiz de Poeuds astado
estaciconariol:
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TABLA No, 2
L SE, EF, SER** 13l

3.50 0.754864 0.011168 0. 758469 0.013241
5.00 0.787444 0.014629 0.803184 0.017338
&.00 0.818118 0.017172 0. 725290 0.077319
7.00 0.640905 0.021277 0.743671 0.081130
7.350 8.850306 0.078620 0.751547 0.08263%
8.00 0.958628 0.081924 0.758581 0.083958
10.00 0.884104 0.086646 0.73145% 0.087929

Fuasto que la velcclidad iniciasl de la reaccidn as proporcional a

cohncantracion maxima del complejo EP {la constants de proporcioralidad
o5 al Farametro K') antonces la velocidad inicial real aue nmuestra aeal

modelo daba seguir la misma tandancis oue Mmuestra

la concentracidn
mixima de EP. En ia tabla no. 3 se

uattran, a manera da ejewmplo,
algunos valores da la valocidad inicials
TABLA No, 3
s, v, P
3.50 9. 072531 0, 086069
T.00 0. 035088 0.112696
6.00 0.111621 0.502574
7.00 0.138301 0.527342
7.%50 0.3512328 0.537154
8.00 0,332T04 0.3545726
10.00 0.563199 0.571541
Como s& puada observar an las tablas anteriores, concantracion

méxima dal complaio EP (y,

por 1o tanto,

tambien la

velocidad

de la reaccion) sufre un cambic abrupto cuando la concentracién inicial
de sustrato cambis da 7.00 a 7.50 wnidades., Tambien las concentraciones
calculados bajo la hipotesis de pPieudo estado estaciunario nuestran una
transicidn abrupta parc a una concentracion inicial de sustrato menorsg
o aste caso 1s tranticidn se vbservae entre 5,50 y 6,00 unidadeas para
5,« En 1a fiours 4 se muestra la curva da valocidad mmciwl calculada
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Por la aproximacion de pseudo aéstado estacionario (en trazo continuot y
la curva de velocidad inicial que resulta de lag simulaciones numeéricas
da ]la dinimica (en sste case s0lo ze indican wnos cuantos  pPuntos
marcados por cruces).

Por Qltimo, para las dinamicas qua comjienzan con valores mayores a
7.50 unidades Para la concentracidén inicial de zustrato se cbaerva que
1a velocidad de la reaccidn cambia daspusés dea Qua se ha consumido wn
POcO mAS cda la mitad Jde la concentracién inicia)l de sustrato (asto se
obgarva como un cambio de Ppendiente en la curva de cambio gara la
Concentracidn de sustrato)., El valor dea la concentracién da susti-ato
rara ol qua ocurre este camnbioc en la valocidad eas similar al wvalor de
la concentracidn i1nicial de sustrato donde se comienzan a regiztrar
nitltiples velocidades iniciales en ja curva de velecidad 1niclel
talraededor de 3,60 unidades), Adamas, ia relacidn antre lag
concentraciones de los complejos e3 muy similar en Lkodos esxtos casos
(EP/SE =~ 0,080 unidadas),

3.2 Sigtama Ablerto

A continuacién muastro los resultados obtanidos en la blisqueda de
comportanientos excitables en &l modelo matemitico, habiando a&scodido ¢
como &l primer paramatro libre y extudiando al efecto que producen L

K_. comd segundos Paramatros libras. Puazto que &1 prasente sstudioco as

unNa extantison da la =zituacién que ocurre en el caso del si1stema
cearrado, se aligid el mismo conjunto da wvalcoresx para loxs parimeatres
relacicnados con las constantes de velocidad que sa uid en @l caso
anterior (véase la scuacidn no. 1).

Primerc sa estudid el efecto que produca %, Como segundd pParametro

tibre,. En las fiqQuras 5A, 5B, SC v 5D sea muastran amelificacienes de
los intarvalos para ¢ qua suastran los comportamientes dindmicos wmas
interetantes. Las zonas qua aparscen <on trarze discontinuo an  las
sraficas anteriores corresprondan & los estados estacionarios que son
localmente inextables,

A continuacidon Jdeascribo 103 resujitados que se obtuviaron an aste
aptuct) ot

1) Para la dirnamica con al para L valor de 0.19 urndades (figura Sa)

sa obtuvieron los zigulantes resultados:

&) No s@ encontrd multiplicidad de astados eastaciOnarios.

b) AParaca un subintervalo para 3 donde =l I:IHICD astado estacionario
dal mistess o5 localmenta inestable.

€} El camblo cda estabilidsd da los c:tldos estécionarios esth
asociado con valoras propios complaios Para &l sisteMa, e3 decir, e
Prasantan dos puntos de bifurcacion de Hopf an el siitema (loa puntos
de bifurcacion de Hopf aparecen marcadaos como BH en la tagural.

d) bebido s 10 antericr, pars cada estido astacionario inestable debe
astar asociado un ciclo limite.

2} Para las dinamices con valores para s, de 0.50 unidadex y da 1.00

unidades (figuraz SB y 30 respactivamente) se obtuvieror los siguientgs
rasultados:
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a) Aparace wn sSubintervalo para ? donde exizta multiplicidad de
estados estaciconarjos, es decir, al sistems presaenta dos puntds limite
{estos puntos aparecen marcados comoe PL en la Figural.

b) Existe un zubintervalo para ¢ dentro de la region de multiplicadad
donde dos de lo3 tres estados estacionarics son localmente inestables.

c) El cambio de estabilidad del estado estacionario que s« localaza
en la rama inferior de la curva de nrorma asta asociado con valores
propiox complejos, es dacir, se presenta un punto dJde bifurcacion da
Hopf {marcado como BH) en la rama inferior da la curva de norma.

d} El punto da bifurcacicn de Hepf se ancuentra dentro de la zona de
multiplicidad, por lo que el sistama deba mostrar una rama de
solucionas periddichs que parte de una trayectoria homocl ina asociada a
un eastado estacionario de la rama Intearmaedia (este punto apareca
marcado come TH} y termina en al punto de bifurcacién da Hopf.

al Ambas dinimicas presaentan @l mismo comportamiento dindmico
cualitativamentes hablando, La dinamica con el valor para L da 1.00

unidadas musstra &1 punto de bifurcacion de Hopf muy carca del primer
punto limite, por lo que la =ona donde coexisten dog ectados
estacionarioz inestables es muy corta.

3} Para la dinamica con 2«1 valor para L de 5.00 unidades <{(figura 5SD)

se obtuviaron lox siguientes compartamientos:

&) Apareace un subintervalo para ¢ donde exizte multiplicidad de
estados eastacionarios, ez decir, &l sistema presenta dos puntos limite
(marcados como PL an la fFigura),

B} No hay puntos de bifurcacien de Hopf.

La presancia de moltipleys estados #Stacionarios donde dos de allos son
localmante inestablas ac de gran 1Mportancia puaes Sse ha observado an
otros sistamas de ecusaciones diferencialez de doz dimensiones qua, bajo
astas mizmas condicionas, sa originan comportamjsntor dindimicos
axcitables COmo resPulsta & una perturtacidn an log valorex de eastado
astacionario (Y. Anan ¥y N. GH, 1378).

A continuacidn muastro cuatro series de cilculos, obtenidos con el
mérodo de Runga-Kutta semi-implicito de tercer ordernr (M. L. Michelsen,
1976), donde ajemplifico lox distintos comportamientes eaxcitablas gue
puede mostrar al modelc matamatico.

En la figura 6 muastro el comportamiento dinamico del sistema
{representado por el rlane fase SE-EPF) cuando e] parumetro libre
principal ¢ toma el valor de 161.00 unidades vy el segundo Parametro
libre E, toma el valor de 0.50 wunidades: bajo esxtaz condiclionas ol

sistema presents dos estacdos astacionarios inestables (A y B an la
figura) vy uno estable (C en la figura). También za muestran tras
distintas travectorias: Dos da ellaz (las ros, Tt ¥ 2) partan del sastado
attacionar)o central miwntras que la ultima travectoria {la no. J) se
inicia an los alrededores del estado aestacionaric suporior. Como xza
Puade obsarvar an la figura, todas astas trayectorias sa dirigern hacia
al estado esstaciorario inferior, el estado estaclionaric estable.

El fendmenc de excitabilidad Se debe antender de la sStguiente
maner e
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1) Inictalmente las concentraciones da los c<onplejos SE vy EP  se
ancuentran en los valores dal estado estacionar:o establa, ‘

2) El sistama sufre una perturbacién en el valur da la concentracian de
sustrato.

3 Al tarminar la parturbacidn, las concentraciones de los complejos SE
¥y EP sa encuentran en la parte superior del ectado aeastacionario
central.

4} El sistema evoluciona hasta que alcanza nuevamente las condacionaes
dal ewstado astacionario establa.

En la figura 7 muestro 1 comportamiento temporal de la concentracion
de producto conforme ocurre al fendmeno de eaxcitabilidad qua se acaba
de dascribir (la flecha indica el momento en @l cual e sistema zufre
la perturbaciéen}.

En lag faguras SA, 8B y 3C muaztro el comportamiento dinamico dal
sistema (también representado por el plano fase SE-EFP} cuando wl
Paramatro libra Principal ¢ toma los wvalores <& 161.011 unidades.,
161.040 unidadaes y 161.050 unidades y para al valor de 0.50 un:idades
Pura el paramatro L bajo todas astas condiciones &l sistema sierpre

Prasenta dos estados astacionarios inestables (marcados como A ¥ B en
todas las Tiguras) y uno establa (marcado como C en todas las figuras).

En todas las figuras & maestran cuatro distintas trayectorias an al
Planc faze. Nitase que en todos los casos 3a presenta una trayectoria
carvada alrededor del astado sstacionario supericr (astas travectorias
2stdn marcadas como 1 en todas lax figuras) que corrasponden a los
cicloes limite ascoclados a los eastados estacionarios inastables  gue se
ancuentran &n la curva de norma entre la solucien homoclina asociada a
la rama intermedia v el puntc de bifurcacién de Hopf {(véase la figura
58). D& manera siwmilar al c¢aso anterior, dos de las restantes
trayactorias (marcadas como 2 ¥ 3 en todag las figuras? parten del
estado astacionaric intermedio B la trayectoria 2 za dirige hacia al
ciclo limite, es decir, el ciclo limite se comporta como un atractor:
por =l d¢ontrarico, la trayectoria 3 xe dirige bacia el astado
extacionario infarior (el cual =i19ua si1endo &l estado astaciomario
estable). La dltima trayectoria (wmarcada como 4) muestra que nro  todas
las trayectorias qua se ancuentren cerca del ciclo limite =e dirigen
hacia &l.

El cielo limite que aparece an la flgura 3& es particutarmente
interezante. Como puede observarze en la figura, al ciclo limite se
acerca bastante al astado estaCionarioco intermedio B. Esto quiare decar
que diche ciclo limite corrasponde a un vealor para el  parimetro libre
i S encutntra muy cerca dal valor donde daba aparaccer 1a travectoria
homoclina. Una trayectoria homoclina @s aquella trayectoris cerrada que
iciuyae un  astado estacionario (este extado estacionario posea la
caracteristvics de ser localmente 1nestable en wuna cierta direccidn
mientras que an la direccidn gPuesta s localmante astable)., Como puede
daducirse de Ia figura, la trayectoria homeclina s= forma cuande €1
ciclo limite ¢z de txl tamafico que alcanza al eastado astacionario
intermedio.

Dabido a las caracterlsticas antariores, el fernomena de
excitabilidad presenta ahora las siguientes caractarlsticas:



1} S1 el sistama azta en las condicicnas dal eastado astacionar:io
1nestable ¥ la magnitud de la perturbacion no e muy grande antonces al
sistemas amortigua la perturbacicon y rapidamente regresa a la situacion
inicial,

2) Si la magnitud de la perturbacian e mayor a wn valor umbral
entonces el sistema evolucionara hacia el ciclo limita.

En ia figura 9 muastro el comportamiento tempcral de la concentracidn
de producto cuando la perturtbacidn @5 mayor al valer umbral. Como puade
obsarvarse en la figura, la concentracidn oscila de manera auténoma ta)
como 3w esparaba.

Por dltimo se realizéd el estudico dal comportamiento dinamico del
sistems tomardo como segundo pardmetro libre s K__. Esta estudic tiene

como obijetivo analizar como sa modifican los comportamisntos dinamicos
no lineales qua prasenta el] sistama cuandos se mdifll:a el valor de la
constante de equilibrioc dal pasoc de isomerizacién.

En la figura 10 muestro las curvak de norma contra el parametro
libre principal ¢. Da 1la figura se pueden deducir Jas siguientes
caracteristicas del sistema:s

1) Conforma aumenta el wvalor para K_', la zona da wmultiplicidad

desaparece, mientras que para valores bajos para K_z. la =zona da

multiplicidad se hace maix amplia.
2) Para valores bajos rara K_. se fFrasentan cambiosx de estabilidad

asociados con solucionas paritdicas dentro de la zona de multiplicidad,
mientras que Phra valores altos para K_’. ze obsarva qua este tipo da

cambico da ewstabjlidad desaparece.

Los rasultados anterioras implican gue. tomando un valor constante para
Is norma, la relacidén de lazs concentracionas de estude estacionario
Para’ los compleajos SE y EP se alejan del! valor da la constante de

equilibric para valorasz bajos cde K_, ¥+ pPor o tanto, ze dabe aesverar

la aparicidn de comportamientos dinamicos no lineales, como an <fecto
sucade,
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Capitulo 4

Discusidn

En aste capitulo realizo un resumen de los rasultados mnaAS
importantes Sue ze obtuvieron y discuto las modificaciones y analisis
que ze deben realizar al modwlo para convertirloa en una bherramienta
util para la dascripcidén de afectos cooperatives en un sistema
anzimAhtico mis compleio.

4.1 Slstema Cerrado

Los rasultados obtenidoz an el aestudic muaestran gue, bajo las
suwrosiciones usadas ean la construccidn del modelo matemitico, se
‘preasantan dos tipos distintos de dinimicas para la reaccion dependiando
da i el valor qua Prasenta 1la constante de interaccidn entre Jlas
anzimas s encusntra por debajyo o por arriba de un valor usbral. Asi,
cuando al sistema enzimatico prasenta una constante de 1ntaeraccadn  por
dacajo dal valor unbral se obtiene la ecuacicn da Micnaelis-Menten Para
Ia velocidad inicialy en cambio, cuande la constante de interaccidén
rprasanta valores mayores © 1iguales al valor wumbral, la dindmica
enzimitica muastra una transicidn abrupta en ls velocidad inicial de la
reaccicn. Debido a esto, las curvas d« velocidad i1nicial contra
concentracién inicial de sustrato muestran una forma de escalon.

De o anterior 3® puede concluir qQue en un sistema enzimatico donde
las intaracciones entre las moléculas de enzZimas predominan sobre otro
tipo de interaccliones. se deba encontrar que para fuerzas de
intaraccidn moderadas ) dinsmica no  preseanta cambios cualitativos
importantes respecto da la que se registran en un distema donde lasx
interaccionax no predominan. En cambic, cuando la fuerza de interaccidn
entra las moléculas de enzima o3 Sranda, se Presentan transicicnes
abruptas de actividad catalitica a partir de un valer umbral para la
concantracidn i1nicial da sustrato.

Puasto que para Jos zilstoamas enzimiticos con constantes da
interaccién por dabajo dal valor umbral se obtuve la ecuaciédn de
Michasliz-Menten para la velocidad inicial entonceas fue rosible
calcular las constantes K“ v Umu’ haciendo uso da lazs 9raficas de

thvarEos o graficas do Lineweaver-Burk. Analizando los rasultados
rumericos obtanidox, te obzarva que las constantes disminuyen su  valar
conforme 1a constanta de interaccidn dismiriaya.

En lozs sistemas de anzimas agociadas a mawmbranas modelo ne ha
obgarvago que conforma se altera ¢l medio lipidico que rodea a las
moléculas de enzima las constantes de Michaeliz-Menten disminuyen su
valor (3, Lenaz, 1378}, La e«4plicacidn que ha =1dn dada en talas casos
as que la disminucién an &1 valoy de Um‘_ indica Aue ia velocidad de

formacion dal comple)o snzama-producto ha disminulido por afecto da la
remocicn de los lipidos mientras que Ia disminucisn on «] valeor de s
Km indica que se ha incrementado la accasibiilidad del sustrato hacia 1»

enzama o© que «]l complejo ANTINA=ESUSEr Aty ha LRSI ementado su

estabilidad. En @l pPresente caso e pPusde dar una axplicacidn  simllar

argumnentando qua culrndo aumenta la fugrza de 1Nnteraccidh entre las
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moleculas da enzima se provoca qua, Por un lado, aumente la velocidad
da formacidn del complede EP (1o quea ocasicna 2l aunento de -~ V'“'l ¥

qua, por otro lado, aumenta la estabilidad del complaie SE y/o =
libaersn las restricclones estéricas entre al sustrato libre ¥ la enzima
libre (1o que da POr resultsdo a8l aumento de Khl.

En las membranas plasmaticas de sistemas como Dictyoastelium
discoideun durante al proceso de agregacidn (A. Hase, 1982) v de huavos
de arizo de mar despues del fendmeno de fercilizacién (D, E. MWolf vy
colaboradores, 1981} ze ha obsarvado uwun cambio en las Propiaedades
fisicoquimicas da la membrana (recambio de la composicién de lipirdos an
el caso de D, discoideum ¥ rearre9los ean la aorganizacion de lipidos en .
2l cazc del bhueavo de arizo de mar) asociados <con cambics en  las
actividades cataliticas da diversas enzimas membranales, €1 presente
macelo puasde explicar los fendenos anterioraes argumentando que la
mambrans constituya un  Soporte nerte que fFermite & las  diversas
anzimas membranale: que Se mantengan a una distancia tal entre ellas
e Sa establecen interaccionws intermcoleculares de iargo alcamce. Asi,
el cambio en las propiedades fisicoquimicas de la membrana modifica 1l
distancia @ntre las moldéculas de enzima, con lo cual cambia la fuerza
de interaccidn entre ellas; es al cambio en la fuerza de interaccicon
entre Ias moléculas de enzima 1o que origina @l cambio de actividad.

4.1.1 Parspectivas
Considaro qua los siguientes aspeactox deban ser astudiados para
complementar el estudio dal sistema cerrado:

1) Pusgsto qua no as posibla determinar una farmula axacta para la
concentracion en =l PIaudo astado astacionario del comple)o
snzima-producto an los casos donde la constante de interaccidn es mayor
qua e] valor umbral, z« debe intentar obteaner farmulas aproxlmuadas para
ellas por métodos de parturbacidén simple {J. D. Murray, 1977).

2) Estudiar como se afacta 1la dJdindmica de la raacecidn cuande las
interaccionas entre las moléculas de enzama afectarn &« codas las
consttantes de velocidad involucriadas =n a! mecanismo de la reaccion.

Una vez raalizados estos ettudiof se pugde Proceder en dos diztintas
dirsacciones:

1) Se pueden astudiar los afectos que causan las interacciones sobre la
dinamica da la reaccidn en al <aso de mecanizmos de reaccidn mas
memele1ns OArA AnTimas monosustrate v de mecarmismos de reaccion  Pars
enzimas bisugtrato.

2) Sa pusden aztudiar los afectos combinados de 1nteracciones entre
moléculas de enziva y factores estructurales en modelos que intanten
duscribir wis carcanamahte la cituacisn pregente an 1a célula wviva.

4.2 Sistems Ablierto

Los resultudos obtenidos muestran intervalo: para la conztante de
1nteraccidn donde coexisten tres distintosn aeastados eitscionarios en el
s1stema. El analisiz de astabilidad local muestra que ra pusden genarar
lox giguientes comportomientos dirndmicoxz como respuesta a una
parturbacidr extarrnasy
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1) 91 la perturbacidn &S menor qua U valor umbral entonces &l sistema
amortiguari le perturbacion y rapidamente regresara a las  condiciones
del estade estacionario,.

2) 81 la parturbaciden es mavor que el valor umbral antonces se  pueden
prazentar dos distintos comportam:entos:

a) S5i el sistama se encuentra bajo las condiciones donde rno aparecen
ciclos limite entonces sa produce vna respuesta  transitoria de alta
actividad catalitica.

b) Si @] sistema sa encuantra bajo las condiclones dgonde se prasentan
ciclos limite entonces sufra una transicidn hacia wun ragimen de
actividad cetalitica oscilatoria.

Un zistema biolagico que muestra este tipo de comportamientos lo
constituye el proceso de agragacidn Que sufre Dictyostelutm discoideum
al agotarse su fuente de alimentacien. En estudios independientes se ha
obsaervado que, durante al proceso de agregacidén, la composicion de los
Frincipales constituyentes de la membrana plasmitica de ostas coélulas
sufre cambics cuantitativos importantaes (A. Hase, 1582); otros estudios
muastran que &l inicioc dal proceso de agregacién distintas encimax
asociadas a la membrana plasmatica muestran comportamieéntos excitables
mientras quer al final del proceso de agregaciaon, las mismasz enzimas
nuastran ahora un comportamiento oscilatorio (A, Goldbeter y L. A.
Sagal, 1980).

Ex importante mencicnar los si1guientes factoras relacionados con la
araricién da ciclos limite en el presente modalo. J. J. Tysony J. C.
Light. demostrardn, en un trabajo Publicado en 1973, que la UNica manera
FpOosible en la que un sistema de reaccidn qulmica quae Rresenta  dos
intermediarios puade dar origen a comportamientos dinanico=s pariodicos
e que este Sea abierto vy que sea prasente un paso autocatalitico en el
mecamisme de la reacci14n que i1nvolucre, por lo menos, a wuno da  los
intermediarios (el presente modalo tambidn cumple con ©5t0Z%  requisitos
Quimicos). Lok pastos avwtocataliticos han sido modelados pPor madio de
reacciornes trimoleculares de la formas 2K +«+ ¥ —— 3y =in ambargo, sa
ha demostrado que este tipo de reaciones ocurren con Una muy baja
probabilidad. J.J. Tyson y J. €. Light mencionan en 5w trabajo <ue
tales reacciones puede sar interpretadas como une descomposicidn de la
espacia ¥, formada por 1la unidn da lac especies X y B, que ux
catalizada por una *"enzima' hipotética 2ZX da la formas 2K + ¥ —— 2) +
B + X,

En e&! prasente modalo se incluye una forma alterrnative de modelar
una rasccidn autocatalitica por madio de interacciornes a travées de
fuarzas dispersivas entre los jntermedimrios. Lo anterior pusde s3ser
ttil para exrlicar fendmencs autocstaliticos an sistemas bileldgicos
para los cuales no se ha podido encontrar un mecanismo de reaccién
como, por ejyenrlo, an al proceso de liberaci1dn de i10nes calcio durante
la propagacidn de ondas de actividad cortical an los huevos de MNedaka
despuds da 1a fertilizacién (A. Chasr y aolaboradoraes, 1957,

4.2.1 Porspectivas
Ern cuanto o loxs estudios que se deban realizar &) sistema sonsiders
que l1os mix imrortantes son los sleuientes:y

i) Completar e] analisis de bDifurcacion del Esl1itened Cde <SCuadidnas
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diferenciales no lineales.
2) Datarminar al tifro de comportamientos rno linealas que se obtandrian

al scoplar la dinamica da reaccidn astudiada con un esguena cde difusidn
£imple v suzs implicacionas bioquimicas.

Por 1o que rasfrecta Al andlisis de bifurcacion, se debe determinar
la. forma como dependaen lox puntos limite y los puntos de bifurcacién de
Hopt respacto da los restantes paramatros que caracterizan al modelo.
Adamis, ze deben detarminar laz ramas de sSolucionas pariddicas y la
forma an la que cambia la amplitud ¥ la frecusncia de los caclos limite
a lo largo de allas, Puesto que el sistema de ecuaciones difarenciales
ordinarias que se necesita analizar Mo se pusds resolver de manera
axacts as necesario realizar el anAlisizs de bifurcacién de manere
Pumérica haciando uso de los métodos de continuacidon (una referaencia
importante para estos astudios lo constituye el trabajo de E. bLoedel v
J. P. Karnevez de 19835).

Al acorlar un 3istama de reaccidn quilmica con  ConPortamlmiantos
dinamicos excitablexs con procesos da difusién simple se prasantan
fandmencs nC lineales como 3son la generacidn da ondas qQuimicas
solitarias ¥y treanes da ondas quimicas (Y. Anan y N. G&, 1979}, por Io
Gue s& debe esparar la aparicidn da fendmenos similares an =1 modalo.
ta debs tener cuidado an cuanto a lax interprataciones bDioquimicas en
azte caso puUAs 38 debe considerar la difusion de los complejos SE y EP.
Diversacs estudios en sistemas (n vive y en sistemas modelo in uvitro han
mostrado que la difusion de macromoléeculas bioldgicas estd restrindada
espracialments (K. Jacobson y colaboradores, 1987). £sto lnellca que se
deben coniidearan términos matemiticos mas complejos para dascribir el
Procaso de difusién da dichas espeaciexs y, por 1lo tanto, sa debe
estixilar primaro Como se afectan las solucionas de onda en 1o esquemas
de reaccicn-difusidrn con téerminos no linsalas.
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Apéndice 1

Intoracciones Intermoleculares

La presencia de interaccionas intermolecularss entre loi componentes
de un sistema de reaccien qQuimica (catalizada pOor una @NIlama) Fenaran
una anergla libre de intaraccidn qus parturba las enarglas libres de

activacion de cada uro de ios PAsSos elementales del mecanismo molecular
de la reaccidn. En este apéndice realizo una brave descripcion. en
terminos de la teoria del estado de transicidon, de la forma en que 3S&
daban cuantificar las perturbacicnes en las constantes de velccidad dJde
ur pazo alemental de reaccidn, Estos conceptos fueron tomadeos dal libro
“Cooparativity theory 1n biochemistry. Steady-state and equilibrium
=ystems* de T. L, Hill.

Considérensaea dos estados 1 ¥y Z de wun ciclo c¢atalitico enzimatico
cualauiera conectados por las transicionas 1 2y 2 1. S&an
a, ¥, las constantas de velocidad de primer orden para <ada wuna de

las transiciones, a‘ y GI las enargias libras de Gibbs por molscula

para los estados | v 2 respectivamente v é°* 1a anergla libre de
activacian © altura de l& barrera energética hacia ¢l astade activado
cuands los efectos da las interacciones intermoleculares na  son
&Praciable:s (véase la figura A).

En @! momento an que loz estados §| v 2 alcanzan la condicidn de
equilibrio termodinamico {(la Constante de equilibrio toma la forma LO
a /B b, 1ag concentracicnes en &1 equilibrio p?' ¥ P:. de jos =2etados 1
¥y 2 s@ ralacionan por madio det

o -
e, exp[ -G, /RT }

sov " Ew[=a 7AT] * wxel 1R, - 60 /RT] . s

adenmas, ze debe cumplir la condicion de balance detallado:

e O e -
ap” o= AR, .
Da asta merera, la constante de equilibrio s2 relaciona <om  las
anearglas libres de Gibbs de cads urno da los dos aestados por medio de:

a, pz'
K, = F N == .xp[ (G‘ - GI)/RT] v,
o Py
L pretancia de 1ntaracciones intermoleculars:r e el Tistema

pProvocan, en el caso mas general. gque tante las magmtudes de ez
anerglas libres ge Glbbs Feré chda ung de los estados sean  perturbadas
tpor cantidsdes “ v e, raspoctivamental come la altura de lz Catrara

energstica hacia 2l estade activada (por wuna antidag .

ofr
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Las alturng_ de lazs barraras energeticas perturbada o) ¥y hno
perturbacda (G° )} se ralacionan Por waedio dex '

6% 2 % + W', donde w” 2 (1 - fle, v fe, 4.

El parametro adimensional f describe la manera en la cual E-1-)
diztribuyen las perturbaciorass @ v @ Psra cada uno de los mstados 1 ¥y

2 vy wi caractaristico da la naturaleza de la perturbacien (vépse 1n
figura A).

Una vaZz qua fa conoce 1s alture hacias ] estads activado, es posible
conocer la constanta dea velocidad asociada por madio de la ecuacidon de
Eyring. En el caso donde no son apreciables los «fectos de lag
interaccionas, las constantes de velocidad de cadas una de las
transicionaes tomarr la forma:

le o

a® -~ exp[=(G"" « G }/RT] (56) 3
% T

A= — sxe[-16°" - 8,1 /RT] tSb) .

Por otro lado, q.n al caso donda sorn apreciables los efactos da las
interscciones, las constantes da velocidad {a y 3} toman la forma:

kT

a = P exp[~(8" - {6, + @ })/RT] t6a) 3
k'T .. -

ne —F—-cxp[—(ﬁ S .',)/RT] {6b) .

Da esxta manera, 3e obtiene las sisuientes relacionss entrae las
constantes de velocidad perturbadaz ¥ no perturbadass

a= aexp] fle - e }/RT] (7ads

n= ﬂaexp[ f - 1w, - ..)/Rr] (7b1.

El caso donde f = 0 corresponde a la situacidn donde la constante de
valocidad para la tranzicidn del estado | hacia al astado 2 noe e
alterada por las intaracciones {(es decir, se tisne que a = “o” por al

contrario, cuando § o | sntonces =3 la constante de velocidad para 1lba
cransicion del estado 2 hacia el estado 1 ls que No as modificada por
las interacciones (e% decir, btisne Que 7 2 f?o}. En cualquiera de astos

cas0s, la constante de velocidad da la reaccidon opueidta sufre todos el
efactc de la enaergia libre de interaccion iu. - -'l.

La relacion entra las constantaes de equilibric rerturbada {KY' y no
Parturbada CKO} esta dada porr
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p: cxp[-tti: + .'llRT]
K== P—f. expl-f&i + & TR

= Kaoxp[ (- - u.liRT]
= o axp( fw, - ",“RTI gy,
o

donde P: ¥ p: son las concentracionss en el eguilaibrio de los astados 1
¥ 2 raspectivamente. E3 decir, la energia libre da interacciéen to -
@ ) wmodifica la relacion aolﬁn para producir la relacién a/fi.

También ax factible considerar qus las 1intaracciores no modifican
las magnitudes de las energias libraes G‘ v G’ de los estados 1 y 2 {por

lo tanto, la conztante de eauilibrio para la transicidon no se altara) y
e sdlo modifican la altura dg la barrera enargética hacia 1 estade
de transicién en la cantidad # (an aste caso, la ralacidn entre lax
constantes de velocidad perturbadas ¥ no perturbada sigus siendo dada
Fror la scumcion no. 7). Este casc corresponde & la siturcidn dorkla
tanto - Como @ 100 muy ragualias pero al Parisatro / es, an valor

abgoluto, muy grande. Da asta marers, $i en ia scuacién no. 4 se cusrle
que {/| as muy granda entonces la perturbacisn se pusde expresar como:

-
- = f(o. - o.) (.

Como se pusde cbservar an la sxpraeasidn antarior, aunque -y e zean

muy Feduefios en magnitud, como |f| es muy grande. -’ puade tomar un
valor finito (véease la figura Bj.

Esta gltima zitvacion as la qua s& sUPOHe due ocurre entre los
complalos SE y EP an el modelo (la enwre9la libre de interaccidn sa
calcula por maedio de la aproximacion de Bragg-Williams para un sistema
tipo Ising). Sdlo resta introducir las constantes de velocidad
modificadas en al sistema de ecusciones diferenciales que dascribe la
dinAmica de la resccidn para daterminar la nfluencia de las
intaracciones &n al comportamianto dinamico dal sistema.
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Apdndice 2
Andlisic Local ¥ Estructural De Eztabilidad

Fara deterwinar si a3 posible gque un =zistems de ecuaciones
diferenciales Fresente scolucionas excitablaes primero sea deben calcular
los estados estacicnarios del mismo para un cierto conjunto i1nicial de
valores para 1o paramatros., En el caszso particular dal medele, low
extadox estaciornarios son las solucicrnes dal sistema de ecuaciones no
lineales: .

pap,
dus o o
T " % is, + K_l + K.e lseo + (K_‘. - sol-po L {1la),
L Par
dep [ a
= ° K:a se, tK_.e + K'lepo = Q ).

Obsérvase oue =1 sistema (I} ez 1gual al qua =a obtiens en al cilculo
de las concantracionss de pseudc estado estacionario de Jos complejos
SE ¥ EP dal sistams carrado.

U método sdecuado pPara resclver &)1 zistema (1) e% el de
sustitucionas stucesivas (J, R. Ricae, 1983) que conkinte. an aste caso,
da dazpejar la variable e, de Ja ecuacidn (1b} ¥y sustituirla en la

acuacidn {(la), obtsniéndose sntoncas las siguientes ecuaciones:

ar,
flep,) = @ PIK,x - ts (K, ¢+ K_ ) ¢ K_K_ + KK lep I

- K.tso + K_‘)npo = 0 t2a),

ap,
= = (K. * K_’Q iﬁpulkac t2p) .

Puesta ue la variable ep, NO sa puaeda despejar en términos de los

parametros, debido a2 la rpresencia del término exponaencial, se dabe
recurrir a los meétodos numéricos para obtener una solucidn aproximada.
El métoedo numdrico due se elija deba zer capaz de encontrar &l npunero
da rasices que posea la funcion (2u) en wn cierto i1ntervelo para la
variable indepeandiente y debe poder aproximar, haszta una PpPracisidn
dafinida de antemanc, el valor numérico de cada una de las raices.

La astratesia usadp «n este trabajo fue la da localizacion por
aproxinacioneas sucoesivazs (A. Carnahan y colaboradores, 1963), la cual
consiste de las misuientas etapast

1) Se aliga un intervalo (denominado intervalo da estudic) dorda s«
sospechs dus sxiste una ralz para la funcién (Za), auwnaue sa desconocas
sw localizacidn exacta. Este 1ntervalo se& caractueriza pPordue «n  los
axtramos del mismo la funcion cambia de signo.

2) El intervaloe de estudic s¢ divide an subintarvalos de lgual longitud

az




{en este Cas0 se usaron 300) y la funcidn esr avaluada nuevasente en los
extramos de csda uno de «llox, separando aguellod donde la funcion
cambia cde =i9no. La division tiene por obleto rastrear de manera mas
fina el iIntervalo de estudio fara localizar todas las posibles raices.
2) En aquellos subintervalos donde la funcicn cambila de z19n0, la ralz
wastante se aproxima a la erecisicn que e deses usando alguno de los
métodos Mumer icos de convergencia raplda desarrolladex para  funcionas
no lineales de una sola veriable, En este cCazo S8 usd ! método dae
Regula-Falsi: modificado (J. R. Rice, 19383).

Para determinar el intervalo de estudic ze tomd en cuenta que la
variable 1ndependiente ep, repressnta una concentracidn v s6lo  pueda
tomar valores positives. Asi, al evaluar la funcidn (2a) en ep, = a,
asta toma el valor: filO) = K.so. ]l cual siempra es pPositive © caerc
Puasto que K,» Por dafinicion, as una constante positiva v $,» al szer

una concentracién, tambidén es POSitiva. Notase que la expresion dque se
encuentra encerrads antre los paréntesis racténgulares en la axpresidn
(Za) a3 la que determina &l zigno qua toma la funcidn, Por lo qua si we
cunpla qua:s

o 3
P, = WP B TR ?’oolr K+ KK . 152,
o 2 -2 -4 -2 . F I )

antonces la funcion toma al valor: flep ) = - K=+ K_Jepr, el cual
as ragativo pussto que L x_‘. K. ¥ &P, xon rositivos, De lo antaricr,
6 tiene que entre los extremos del intervalor

Kos,

o+ K-‘K_! + h!k.

(5},

0 S ap S eap, =
. o 1 solK; ¢ K

la funcidn ftopal cambia FPor lo meancs umna ver de =igno vy, For lo tanto,

dentro 4] debe existir por lo menos una rulz para la tuncion. Este as
el intervalo de sstudio.

Uria vaz que s« han calculadoe loz estados extacionarics, el siguiente
Paso coniista &n daterninar las caracteristicazs de estabilidad local de
cada uno de wlicx, esto ex, s& deaba determinar la direccidn que tieanen
iag soluciones dal sistema de scuaciones difarencialaz en una vecindad
centrada an cada unc de 1oz estados astacionarios encontrados) =i astas
soluciones s& dirigen hacia &l estado estacionario sntonces se dice que
ecte ez localmente estable y si, por wl contrario, as¢ alaejan de &l
entoncas s« dice que «5 localmente irnestable.

S1 x4 definen lax vecindades centradas en 10s estados esiaciornarios
de la siguiente formas

se 5 & T o (3al,

a3



- S P, t en (3b),

donda se, , eP_ sOn los valoras de 10s astados estacicharias y oe, en

represantan valores arbitrariamente pequaNos, entonce=: al sistema de
ecuaciones diferenciales que se debe resolver es de la forma:

dse daa
=7 = gr " f(:aozo-.cpozq\.l {4a),
% L] %-E = i(scozoc.cpoi'cnl (4b}.

Lax funciones f vy 9 pueden & aproximadas, sin cometer o error
apreciabla «n el calculo, por 3us desarrollos en 3eries de Tavior
alradador da los valores se_ ¥ ep_ (G, M. OQdell, 1980) en la forma

si1guientea:

af or
fisa *os,apr _2en) = fisa_.aP ) + [r—] oe + [ ] "
@ ° e e 50 se .op Fo6) sy Lap -
o' "o o' e
+ [ términcs de orden superior] tSar,
ag
quto!ea.cpntm) x 9“.o"po’ + [3'—.]5‘ o 4 [ ] -, on
¢+ [términos de orden supm'tor] (Sb).

Puasto que sdlo se asta intaresado en el comportamiento del saistena de
acuacionas difarenciales dentrc de la vacindad (3) se& pueden ignorar
los términos de orden suparior en el desarrolio pues 54 contribucicn al
valor total de Jla funcidn et paduelo. Esto da por resultado al
siguiente sisteaa da acuaciones diferencialaz: .

Sup,
%ﬂa[-—(s + K, v K. @) Joe +
° - -
[= i2iK_ ep - K 3a } + K_,1 -3 Jen tear,
fap sap
S w ke “Joe+[e  CloKze, - K_er) - K_ i - K jn 1603 .

Como Puade obsarvaria, Sa ha obtenido un sistema da ecuacionas
diferenciales lineales (los terminos encerrados por paréntes1s
rectangulares son constantes) para el cual se Fusde obtener ficllmente
au tolucrén como funciones da la forma:

sa = 2e ™7 7al,
(-]

an = ‘n_u-?\r (7b},
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Al sustituir estas funciones ean el sistema (6) se obtxcna el 'saéﬁiente
sistema de acuacliones linealeg homogédneo: : -

ocete - A 4 enla ) =0 ) SRR ; (‘Sél_.-__'-
sata, )+ enta, - A =0 S _;~--.___93§?'
donde;
m g, =l-ts, ¢ K ¢+ Ke ] L sm),
a . [e Pplk_ ep - K se) +K__) -3 ] : ST s g b
Bay * [Kn. e] (9c),
Pap e
a,, = [= Itk se, - K__ep) - K__1 - k] 51

€]l sistema (Q) debe satisfacer la ecuacisns

MW -Tarax=o (10)3

cont T = LI F- LV T 111,

Para tanar soluciones no trivialas. Puesto qua la acuacion (10) es
cuadratica, sus dos soluciones son de la format

A, =T e a® - b2 (1283,
Ag = (T - Tt - sahisz ) t12b) .
Liz solucicres del s1stema linealizado &) son funconas

axponeanciales donde A deatermina el zi19no del argumento. Entonces el
signo de la parte real da X datarmins 31 la funclén crece o decrece vy,
Ppor lo tanto, determina que direccidn toman las solucionas del sistema
de acuacionas diferenciales ordinariaz dentro de la vacindad dal astado
astacionario. Un caso muy 1mportante sa presanta cuando los valores que

toman los distintos parametrog del zizstema hacen que A. ¥ A' AEAN

NUMros imaginarios puros. Ezto indica que as posible qua a partir de
tales condiciones se generen solucionet pariédicas para al sistema. Loz
valorgs paro e! parsmetro libre gue cumelan con estan ultimas
condiciones se denomninan puntos de bifurcacidn de Hopf,

Una vez raaliZade al aralisis de estabilidad local para jozx asztados
astacionarios del sistema de ecuacionss difarenciales, se procede a
raslizar el anbdlizis da aestabilidad estructural o andlisis de
bafurcacién, Para esto ie e3cCoge, de manera arbatraria, a alguno de los
pardmatros gue dafinen al sistema (el parimatro libre}) y se wmodifica
ligeramente su valor respecto del que s« la asignd inicialmenta. Lo
anterior origina un Misevo conunto de valores Para 103 paramatroz  con

e ]



el cual se calculan muavamentu 10s eastados estacionaricos del Sistema v
su estabilidad local. "

El objativo del andlisis da estabilidad astructural es detarmirar la
forna como dependan tanto el nimere de astados estacionaries dal
sizstema de scuacicnes difersnciales como 3u estabilidacd local del
parimetro libre. Con exta informacidn e posible predacir el tipo. de
soluciones rno astacionarias que posee el sistema.

3&
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FIGURAS A Y 1B,
CURVAS DE VELOCIDAD INICIAL CONTRA CONCENTRACION INICIAL DE SUSTRATO.

Los valores para los parame®tros relacionados <on  las constantes da
valocidad sonr K_. = 0.4, Kz = 0,06, k_' = 0.350 y l\'. T &£.50 umidadex.

Los valores para al parametro libre ¢ son: A) 0.0u. B} 10.00, C) 20.00,
I 30.00, E) 40,00, F) 5¢.00, G) 60,00, H) 70,00, I) 80,00, 1) 90.00,
K} 100.00 y L} 200.00 unidades.

Notazse cue todas las curvas con valores mayores © Iguajexr & 350.00
unidacdes para ¢ prasantan Tones donde aparecen multipleas velocidades
wniciales, La curve con ¢! valor de 200.00 unidades para ¢ presanta wna
Tona do nultiplicidad muy estrecha.
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FLGURAS 2A v 28. N
CURVAS DE VELOCIDAD INICIAL CONTRA CONCENTRACION INICIAL LE SUSTRATO.

Lot valores para 1oi Porametros rwelacicnados con lag  constantes da
velocidad son: K_ v 0.94, K = 0.06. K_, » 9.30 y K_ = £.50 untdpdas.

Los valores para el parametrs libre ¢ son:t A) O.00, B) 10.00. €} 20,00,
M 30,00. €} 40.00 v F) %0,00 unjdades.

Notese 4us sé&lo la curva con el velor de S0.00 unidades para ¢ Buestra
multisl icidad de valocidades imicinles en esta antervalo de veriacion
Pora 12 concantrucicn inicial de sustrato.
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INICIAL

vELODD.

FIGURAS 3A, 28, 3C Y 30. (PAGINA ANTERIOR).
DINAMICA DE LA REACCION ENZIMATICA., SISTEMA CERRADO.

Lox valoras para 1o parametros relacionados con las constantas da

velocidad sont K_‘ = 0,94, K‘ = (3,06, I<_‘l u J,50 y K. = 6,30 unidadas.

El valor para el parsmetra ¢ es: 60.00 unidadas.
Loz valores para 1a concantracicn inicial da sustrate 3, =ont fig. 9A)

3.50, fig. 3B) 7.00, fiq. 3C)» 7.%0 y fig. 3D 10.00 unidades.
Simbolost S: concentracidn del sustrato, SEt concantracion del complejo
sustrato-enzimm, EP: concentracian dal complejo enzima-groducto, P
concentracicen del producto y 3,1 concentracion imcial de suxtrato.

[-7-3 1w e 20 40 a0 an 10 =0 no %o

COME. IRIC. SURT.

F1GURA 4.
CURVA DE VELOCIDAD IHICIAL CONTRA CORCENTRACION INICIAL DE SUSTRATO.

Los valoras rara los parsmetros ralacionados con lax conitantas de
valocidad sont K_‘ = 0.94, K. = 9,06, K_. = 0,50 vy I:’ n £,%50 unidadas.
El valor para &1 pParidmatro ¢ w3l 60,00 unidadaes.

La curve con LtHraze ¢ontinud rerFrezents le curve 9% valocidad intcisl
zulculade baJo la hipdtesis da psaudo eltado estacicnario.

Las cruces reprasentan las velocidades inmicisies que se calcularon de
1 simulacion rumerics de la dinamica.
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EP

CONC.

* FIGURAS TA, %B, SC ¥ SD. {PAGINA ANTERIORS .

CURVAS DE NORMA CONTRA PARAMETHO LIDRE.

Los valores para los parametros ralaclonadss com les constanter de
veloctdad zoni N_‘ = 0.94, K‘ = 0.06, K_. = 0.50 y K' * 5,50 unidades.

Los valoras para la concentracisn constante de xustrato s; ant  fig.

SA) 0.10, fig, 5B} 0.5¢, fig. 5C) 1.00 y fig, S0) 5,00 unidadas.

Las zonas que sparecean con trazo discontinue correspondan a 103 estados
®itLCionarios que son localmenta inestables.

Simbolos: BH: punto de bifurcacion de Hopf, PL3 punto limitae, TH:
trayaectoria homoclina.

DEaa
ome
Pz
xonp t
2a8 2 e e o8 20 208
CONC. SE
FIGURA 6.

DINAMICA LE LA REACCION ENIIMATICA. SISTEMA ABIERTO.
PLANQ FASE: CONCENTRACIEN DE GE CONTRA CONCENTRACION DE EP.

Los velores para los parametros ralacionados con las constantas dae
velocidad sont K_l = 0,94, K, = 0,06, K_. - 0.00 ¥ K. = £.50 unidades,
El valor para la concentracien constente de gustrato s ezt (.30
unjdades.
€1 valor para &l parametrs lipre ¢ es: 161,00 unidades.
Lag crices marcen l1as pogiciconss da los  astados estacionariod, LoT
extadoi esxtacionarioxy A y B son locklmante inextables. mientras aue el
«stado estacicrnaria © ax localwnente estable.
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FIGURA 7.

DINIMICA DE LA REACCICN ENZIMATICA. SISTEMA ABIERTO.
EVOLUCISN TEMPORAL DE LA CONCENTRACION DE PRODUCTO.

Lox valores para los parametros realacionados con las constantes de
valocidad zons h'_. = 0.94, K. = 0,06, K_' = 0.50 y K’ = 6.30 unidades.

El valor para la concentracion constante de sustrato T, wx1 0.50

unidades.
El valor para al parématro libre 4 es: 161.00 unidades.
La flecha 3eMala ] Mowentc en @] que 3e« arlica la pParturbacion  al

sistema.
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FIGURAS 8A., 8B Y

DINAMICA DE LA HERCCIGN ENZIMATICA.

BISTEMA ABIERTO.

PLANO FASEs CONCENTRACLION e S CONTRA
CONCENTRACION DE EP. -

Los valores para los pardmatros ralacionados con
las constanrntes de velocidad sont K_‘ - 0,4, K'

= 0.0G.K_t = 0.30 y N’ = 6.950 unidadas., El valor
para la concentracicn oonctante de sustrato

ax’ 0.50 unidades. Los valoras parn «1 parimatro
libre » son: fig. B8A1 161.011., fig. 8B) " 161.040
y fig. 8C) 161.050 umidadas.

Las crucas marcan las poniciones da lox  estados
agtacionar 1os, Los ustadss attacionarios A y B
saon  JocAlmanta incstables, mientras  que wal
estado astacionaric C &t localmente estuble. La
truyectoria carrada (narcada como 1) corrazgoncie
al €110 limite.
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FIGURA 9.

DINSMICA DE LA RERCCION ENZIMATICA, SISTEMA ABIERTO.
EVOLUCION TEMPORAL DE L& CONCENTRACIGN I'E PROI'ULCTO.

Los valores para lot parametros relacionados con las constantes de
valocidad son: K_‘ = 0,94, K. = (.06, K_. = 0.50 v K = 6.50 unmidadas.
El valor Para la concentracion <onstante da  zsustrate = a1 0.50

unidades.

El valor para e} pardmetro libre ¢ ax 1 161,040 unidadas.

La flacha zaflala &l momento en &l cual ze aplica 1a PpPerturbacien al
E1stdish. .
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FIGURA 10.
CURVAS DE NORMA CONTRA PARAMETRO LIBRE.

Los valorss para los parametros ralacionados con las constantas dJde
velocidad som K_‘ = G,.94, K. « 0.06 ¥ L 6.50 unidades.
El valor para la concentracion constante de sustrato = a3 1.00

unidadet.

Los valores pars &l pardmetro K__ som: A) 0.70, B10.50, € 0.50, D10.40
¥ E} .30 unidades. .

Las ZONas que aparacen cor traro dizcontinuo corratponden a 1ot astados
axtaciornarios que son locolmante inestables.

Simbeolog: BHi punto de bifurcacion de Hoef.

%
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FIGURAS A ¥ B,
EFECTO LE LAS JINTERACCIONES INTERMOLECULARES SUBRE LOS NIVELES DE
ENERGIA LIBRE DE GIBBES.

FIG. A} EFECTO TANTO SOBRE LQOS NIVELES ENERGETICOS COMO SOBRE LA ALTURA
PE LA BARRERA ENERGETICA. FIG. B) EFECTO EXCLUSIVAMENTE SOBRE LA ALTURA
DE LA BARRERA ENERGETICA.
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