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Resumen

El objetivo de este estudio es conocer el papel del estado proteinico y sus variaciones durante la
formacion de estructuras deterministas, como la arquitectura basica de organismos eucariontes
multicelulares, durante el desarrollo embrionario temprano. Se construyé un modelo teorico-
bioldgico sustentado en las categorias funcionales compartidas entre los eucariontes
multicelulares como: la regulacion genética, estado proteinico y la division celular. EI modelo se
abordd con una perspectiva basada en agentes, para obtener sistemas multicelulares con una
forma determinada. Se define al estado proteinico como el conjunto de tipos de proteinas y su
concentracion. Se plantea que las variaciones en el estado proteinico son fundamentales para la
morfogénesis. En este modelo se observo que el estado proteinico es un factor capaz de dirigir la
formacion de patrones durante la segmentacion temprana, sin la necesidad de especificar las
coordenadas de las células. Ademas, la formacion de patrones es resultado de la interaccion de
las diversas proteinas y no de la funcién de una sola. Otros factores analizados fueron la presencia
del nucleo, el estrés ambiental y el anclaje de la célula inicial. Se observo que el estrés ambiental
en la ausencia de nucleo altera la formacion de patrones, mientras que la presencia del nucleo
genera determinismo en la forma. Por ultimo, la ausencia del anclaje inicial genera formas

atipicas.

Palabras clave

Modelacion basada en agentes, estado proteinico, morfogénesis, multicelularidad, embriogénesis,

segmentacion.



Abstract

The aim of this project is to investigate the role of the protein state variation in the formation of
deterministic structures, such as the basic architecture of multicellular eukaryotic organisms at
early embryonic development. One model was constructed with the functional categories shared
among multicellular eukaryotes, such as: genetic regulation, protein state and cell division. The
model handle, with an agent-based model perspective, to obtain multicellular systems with a
deterministic shape. The protein state is defined as the set of types of proteins and their
concentration. | proposed that the variations in the protein state are essential for morphogenesis.
In this model, it was observed that protein state drives the pattern formation during early cleavage
without specifying the cell coordinates. Moreover, the formation of patterns is the result of the
interaction among proteins, not the consequence of the function of a single protein. Others tested
factors were the presence of the nucleus, the environmental stress, and the anchoring of the initial
cell. It was observed that environmental stress in the absence of nucleus alters the formation of
patterns. While the presence of the nucleus generates determinism in the form. Finally, the

absence of the initial anchor generates atypical shapes.

Key words

Agent-based model, morphogenesis, multicellularity, embryogenesis, protein state, cleavage.



Introduccion

Uno de los retos centrales en la biologia del desarrollo es comprender como surgen las formas y
estructuras de los seres vivos. En especial, como a partir de una célula puede originarse un

organismo con una forma definida (Maini y Baker, 2012).

Se denomina morfogénesis al proceso por el cual surgen las estructuras. Sin embargo, ain
no existe una teoria consolidada que explique la morfogénesis (Maini y Baker, 2012). El analisis
bioldgico de la morfogénesis se centra en la descripcion del proceso a nivel molecular, celular y
embriologico comparado. Por otra parte, los modelos fisicomatematicos basados principalmente
en los modelos de reaccion-difusion de Turing y en los trabajos de D’ Arcy Thompson, requieren
informacion posicional para construir la forma (Garikipati, 2017). La informacion posicional
hace referencia a la existencia de un sistema de coordenadas donde las células adquieren valores
posicionales, que posteriormente dan lugar a patrones espaciales. Los problemas de esta
conceptualizacién son conocer cémo se configura, se registra y se interpreta esta informacién
por las células (L. Wolpert, 1969; Lewis Wolpert, 2016). Esto supone que la informacion
posicional esta almacenada en el DNA o en algun otro elemento celular, lo cual esta en duda. Por
lo cual, debido a que no existe una explicacion consolidada. Este trabajo pretende dar una
propuesta para el inicio del desarrollo de una explicacion del proceso de morfogénesis, durante

la segmentacion de organismos multicelulares.

Desde una perspectiva fisicomatematica se cuestiona si el genoma aporta la totalidad de
la informacidn, es decir, la informacion posicional, las proteinas y el tiempo de expresion para
formar el patron y la forma de las estructuras de los organismos durante el desarrollo (Garikipati,
2017; Lewis, 2008). Ademas, se critica la perspectiva bioldgica de generar listas de moléculas y

esquemas caricaturizados sin proveer una aproximacion a una explicacion (Lewis, 2008).

Desde una perspectiva bioldgica, se ha desarrollado un planteamiento genocéntrico, que
resulta en el concepto de la caja de herramientas genéticas, como los genes homedticos (A. S.
Wilkins, 2014). Los genes homeoticos son genes que tienen el dominio homeobox y participan
en el desarrollo embrionario (Gilbert y Barresi, 2016). Por su parte, el evodevo introduce al
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estudio de la morfogénesis la epigenética, los estudios comparativos del desarrollo embrionario
y la modelacién (Muller, 2007). Por altimo, el ecoevodevo introduce la dimensién de las
interacciones ecoldgica a la ontogenia, por ejemplo, la simbiosis (Gilbert, Bosch, y Ledon-Rettig,
2015).

En este trabajo se propone que el mecanismo del proceso morfogenético es dirigido
principalmente por las interacciones de las proteinas, mas alla de sélo la regulacion genética.
Con base en lo anterior, cabe preguntarse: ¢qué pasa con el proteoma en cada divisién mitotica?
¢el proteoma puede dirigir la formacion de estructuras deterministas? Hay evidencia que muestra
la existencia de proteinas implicadas en el proceso morfogenético durante el desarrollo
embrionario y en general en la formacion de estructuras, tanto en animales como en plantas.
Estas proteinas, participan en procesos como la migracion celular, la adhesion, la difusion de
gradientes y la diferenciacion celular (Newman y Muller, 2010; Pillitteri, Guo, y Dong, 2016).
Por lo anterior, el modelo propuesto se basa en la distribucion de proteinas morfogenéticas
propias de las células y su distribucion en el desarrollo embrionario temprano de organismos
multicelulares eucariontes. En la Figura 1 se puede observar un esquema general del problema

de la morfogénesis.

El problema se abordd utilizando un modelo basado en agentes computacionales con
fundamentos bioldgicos. Un agente es una entidad autbnoma, con una capacidad para adaptarse
y modificar sus comportamientos, por lo cual, permite investigar aspectos biolégicos. Con base
en sus componentes puede aprender de su entorno y cambiar dindmicamente sus

comportamientos en respuesta a sus experiencias (Balietti y Helbing, 2012; Macal y North, 2009).

El objetivo de este estudio es determinar el papel del estado proteinico y sus variaciones
durante la formacion de estructuras deterministas, como la arquitectura basica de organismos

eucariontes multicelulares durante el desarrollo embrionario temprano.

En este trabajo, primero se abordan estudios previos sobre la morfogénesis en modelos
matematicos y computacionales. Posteriormente se presentan los fundamentos bioldgicos sobre
los cuales se construye el modelo tedrico y computacional desarrollado en el trabajo. Finalmente,

se presenta una explicacion, basada en los resultados del modelo, del inicio de la morfogénesis
4



durante la segmentacion temprana de organismos multicelulares.

DNA
— @

@@
® | ¢?
® - (CX9) 0
<< =
® I
®a%
Zigoto Organismo multicelular
éInstrucciones?
® Proteinas Morfogénesis

Figura 1. Problema de la morfogénesis. El esquema simplifica el problema de la morfogénesis, es decir, como ocurre
el proceso morfogenético desde el DNA a un organismo completo.



Capitulo 1. Marco tedrico

1.1 El estudio de la forma: Morfogénesis

El concepto de morfogénesis se ha construido a través de la fisica, la modelacién matemaética y
la biologia. Lo anterior dio origen a nuevos conocimientos que amplian nuestra comprension de
este fendmeno bioldgico. En la década de 1930 en la Universidad de Cambridge se establecio el
programa de investigacién matematico-fisico-quimico-morfoldgico representado principalmente
por D’Arcy Thompson, Alfred North Whitehead y mas tarde Conrad Hal Waddington. Estos

investigadores se centraron en el estudio de la morfogénesis (Gare, 2017).

D’Arcy Thompson en su libro On Growth and Form argumenté que la biologia del
desarrollo se debe centrar en la funcionalidad y causalidad, lo cual intent6 explicar a partir de un
pensamiento fisico, expresado en términos matematicos, para buscar las causas de la creacion de
las formas naturales. El intent6 dar una explicacion basada en que las leyes fisicas determinan

parte de las formas existentes (Gare, 2017; Hamant, 2017).

Alfred North Whitehead desarroll6 el concepto de campo morfogenético, sustentado en
el campo fisico (Gare, 2017). Waddington, quien dirigié dos programas de investigacion, uno
dedicado a la morfogénesis y el otro a la diferenciacion celular (Waddington, 1970), tomo la idea
de campo morfogenético de Whitehead, con el fin de entender el problema de la morfogénesis,

integrando la embriologia, la biologia del desarrollo y los campos morfogenéticos.

Waddington desarrollé varios conceptos claves para comprender como ocurre el
desarrollo. Uno de los conceptos es creodos, el cual, se refiere a una ruta del desarrollo
determinada, por las condiciones iniciales de un sistema y una vez que inicia no se puede detener.
Homeorhesis, es la tendencia de regresar a la trayectoria de desarrollo cuando se ha desviado, es
decir, hay amortiguamiento de la ruta en el tiempo. Otro concepto es el de canalizacion, el cual
se refiere a que el proceso de desarrollo estd en balance y no sera afectado, bajo un umbral de
perturbaciones internas o externas (Baedke, 2013; Gare, 2017). En la Figura 2, se observa una

ruta de desarrollo. En este esquema el desarrollo presenta al menos cuatro destinos diferentes



representados por los creodos (Ruta 1, 2, 3 0 4). Los valles representan cada creodo alternativo,
los cuales estan bajo los umbrales determinados por la canalizacién. En este esquema las lineas
horizontales representan el paisaje de desarrollo determinado por las interacciones genéticas, las
restricciones del desarrollo y el medio, que hace que ciertas rutas sean mas probables al variar la

altitud de la colina.

Cigoto

Ontogenia

Ruta de desarrollo

Figura 2. Explicacion grafica de creodos, homeorhesis y canalizaciéon. Esquema modificado del paisaje
epigenético de C. H. Waddington (Waddington, 1957). La pelota representa al embrion en desarrollo. La ruta que sigue
hacia el espectador, corresponde a la historia de una parte del desarrollo.

Goodwin, quien continud el programa de investigacion de Waddington en los campos
morfogenéticos, propuso que los patrones en la naturaleza son resultado de las limitaciones

impuestas sobre la complejidad de su propia trayectoria de desarrollo. Es decir, que dependiendo
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de la complejidad de un organismo es la cantidad de patrones y lo sofisticado de la forma que se
puede generar. De acuerdo a Goodwin la biologia evolutiva de su época falla en explicar los
origenes de las formas bioldgicas e ignora el rol de la morfogénesis en la evolucion (Melkikh'y
Khrennikov, 2018). Desafortunadamente con el florecimiento de la biologia molecular, todo el
marco tedrico desarrollado, con una perspectiva de biologia teorica, fue relegado. Ademas, la

biologia se enfocd en las descripciones a nivel molecular del proceso de embriogénesis.

Wolper en 1969 aportd uno de los estudios pioneros de la morfogénesis desde la biologia
molecular. El propuso una hipotesis sobre el surgimiento de los esbozos de las extremidades en
el embrion de pollo. La cual explica, que dependiendo de la difusion de ciertas moléculas, de una
fuente a otra region se forman estructuras distintas. El plantea por primera vez la informacion
posicional desde una perspectiva bioldgica. La define como un sistema coordinado que precede
y es independiente de la diferenciacion. La informacion posicional esta en funcién del genoma,

de las células y de la historia de desarrollo (L. Wolpert, 1969).

Un trabajo que resulté un parteaguas, con el cual se comenz6 a dar mayor importancia al
estudio de la morfogénesis en todas las disciplinas, fue el trabajo de Alan M. Turing. El present6
por primera vez una teoria de como puede ocurrir el desarrollo embrionario temprano. Propone
una explicacion fisico-quimica al desarrollo tedrico previo, a partir de dos sustancias quimicas,
las cuales denomind morfogenos. Menciona que las oscilaciones en las reacciones son las que
forman los patrones y se pueden modelar con ecuaciones diferenciales de reaccion-difusion. A
partir de su teoria, sobre la morfogénesis, se cred un nuevo programa de investigacion teorico-

experimental (Garikipati, 2017; Islami y Longo, 2017; Turing, 1952).

Con la llegada de la biologia molecular, el estudio de la morfogénesis se realizo
mayoritariamente desde la fisica y la matematica. Cabe destacar que la matematica se ha utilizado
para entender y describir los fendmenos fisicos. En la actualidad se ha enfocado a la resolucion
de problemas bioldgicos. En este contexto, uno de los primeros acercamientos a la morfogénesis
fue la discusion de la suficiencia de la informacidn genética para crear los patrones y la forma o

si se requiere informacion externa durante el desarrollo (Islami y Longo, 2017).

En su inicio el evodevo (Evolutionary Developmental Biology) generd una vision
8



genocéntrica del desarrollo embrionario, dando indicios de que la regulacion genética es la
causante de la forma (A. S. Wilkins, 2014). Esta postura no mostré una respuesta satisfactoria al
problema de la morfogénesis, sino que mostrd lagunas en la concepcion genocéntrica. Un
ejemplo de ello es la evidencia de que un genoma genera un conjunto de fenotipos posibles
(Gilbert y Epel, 2009). Otro ejemplo, desde la perspectiva fisico-matematica, es la desproporcion
de la informacion genética contra la informacion fenotipica, lo cual se muestra en la diferencia
de magnitud de los bits contenidos en el genoma contra los contenidos en el fenotipo (Veloso,
2016).

Actualmente, se reconocen cuatro programas de investigacion dentro del evodevo. El
programa comparativo morfoldgico, el genético, el epigenético y el tedrico computacional
(Maller, 2007). La esencia de los resultados obtenidos desde las perspectivas del evodevo y el
ecoevodevo (Ecological Evolutionary Developmental Biology) es la formacion de o6rganos,
tejidos y el cuerpo como conjunto. Esto implica que el desarrollo individual del organismo, es
decir, la ontogénesis no estd determinada por el genotipo, sino es consecuencia de las
interacciones genéticas y la influencia del ambiente (Gilbert, Bosch, y Ledon-Rettig, 2015;
Melkikh y Khrennikov, 2018; Moczek, 2012).

Weiss y Bertalanffy expanden el concepto de dindmica dentro de la biologia al proponer
que el desarrollo involucra méas que solo un proceso de regulacion molecular. Su interés en el
cambio de la forma, en el tiempo y el crecimiento, los condujo hacia el concepto de morfogenesis
dindmica, el cual se sustenta en la biologia del desarrollo. Ademaés, sugieren que la determinacion
se puede encontrar en lo general, es decir, en todos los niveles més altos en los sistemas vivos.
Por ejemplo, en la biologia del desarrollo, dos embriones pueden tener condiciones iniciales
similares y posteriormente tomar cursos espaciales diferentes a lo largo de la ontogénesis. En
consecuencia, los sistemas se caracterizan por la "estabilidad en su conjunto™ en los diferentes

niveles jerarquicos (Melkikh y Khrennikov, 2018).

Actualmente existen dos perspectivas principales, para el estudio de la morfogénesis, ya
sea desde el enfoque bioldgico, fisico, matematico o de las ciencias de la complejidad. La primera

basada en el modelo de reaccion difusion de Turing y la segunda en la realizacion de modelos
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mecanoquimicos para el estudio de la morfogénesis (Islami y Longo, 2017; Melkikh vy
Khrennikov, 2018). Ademas, en general, hay dos clases de marcos tedricos de modelado en la
parte matematica computacional: modelos quimicos de pre-patrones y modelos de movimiento
celular. Los modelos quimicos de pre-patrones estan basados en la hipotesis de que éstos son
generados para probar si las células responden por diferenciacion de acuerdo al estado de su
ambiente local (Maini y Baker, 2012).

1.2 Diferentes enfoques sobre la morfogénesis en el desarrollo temprano

Maini y Becker (2012) realizaron una revision extensa acerca del estudio de la morfogénesis,
donde documentan modelos realizados desde la formacion de estructuras especificas de
organismos hasta la formacion de patrones. En esta seccion se presentan algunos de los modelos

presentados en la revision de estos autores.

Con base en los estudios previos de D’Arcy Thompson y Alan M. Turing, a partir de los
afios noventa con el desarrollo de las computadoras y la programacion basada en agentes se

comenzo la modelacion computacional de la morfogénesis (Maini y Baker, 2012).

Uno de los pioneros en la modelacion de la morfogénesis fue Keller con sus trabajos de
1992 y 2003. El realiz6 un modelo de convergencia y extension en el eje de vertebrados con
biomecanica y propone que la biomecanica es el puente entre la base genética y molecular (R.
Keller, Davidson, y Shook, 2003). Otro trabajo importante fue de Odell en 1981, quien modela
el plegamiento de los tejidos para el reordenamiento de células epiteliales. El representd a las
células como poligonos y los movimientos celulares fueron completamente mecénicos (Odell,
Oster, Alberch y Burnside, 1981). Es interesante observar que al final obtuvo formas parecidas
a una gastrula, lo cual es importante porque representa el movimiento de las células durante la
gastrulacion. En este modelo se propone que el centro de las células se mueve en respuesta a las
fuerzas elasticas y se utiliza la teselacion de Voronoi para su modelacion. Muchos modelos
fueron propuestos para describir el movimiento de las células en laminas. Es importante sefialar
que hacen alusién a las diferentes propiedades intrinsecas, como la adhesividad de la superficie.
Esto llevo a la teoria de la adhesion diferencial y la minimizacion de energia que generaliza la

hipdtesis, de que las células se mueven para minimizar una determinada funcion de "energia"
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(Graner y Glazier, 1992).

Los modelos basados en gradientes se centran en las sustancias quimicas que indican la
posicion de las células en el campo de desarrollo. Estos modelos se han estudiado extensivamente
en Drosophila, en los cuales se compara y contrasta un namero de gradientes, para observar el
desarrollo de patrones en funcidén de gradientes de proteinas especificas (Grimm, Coppey, y
Wieschaus, 2010).

Veinte afios después de la publicacion del articulo de Turing, Gierer y Meinhardt
generalizan y sintetizan las ideas de Turing llamando la atencion de muchos bi6logos. En su
articulo proponen que la difusion de morfégenos esta regulada por moléculas que controlan la
concentracion del morfogeno, activando o inhibiendo su difusion. De los dos casos, una molécula
tiene que activar la produccion de la otra, lo que a su vez inhibe la produccién del activador. Los
autores observaron, que al alterar una de las condiciones iniciales de las moléculas modifica la
creacion de patrones espaciales (Gierer y Meinherdt, 1972). Este modelo ha sido aplicado en
estudios de la biologia del desarrollo. Algunos ejemplos son los trabajos de Sick en el 2006,
quien observé que las proteinas WNT y DKK acttian como un par de morfégenos de Turing en
el desarrollo de patrones del foliculo de pelo en el raton; Garfinkel en 2004 propuso un
mecanismo inspirado en el modelo de Turing, bajo el cual las células mesenquimatosas
vasculares se autoorganizan durante el desarrollo e identifica morfégenos involucrados
(Garfinkel et al., 2004; Maini y Baker, 2012; Sick, Reinker, Timmer, y Schlake, 2006).

A partir del modelo de difusion de Turing se han incorporado modelos booleanos. En
estos modelos las interacciones se consideran simplemente como promotoras o inhibidoras y se
ignora la fuerza de la interaccion, asi como los enfoques de ecuaciones diferenciales anteriores
(Shimmi, Umulis, Othmer, y B., 2005).

Por otra parte, los modelos de movimiento celular postulan que las células se mueven en
respuesta a sefiales quimico-mecanicas y que en ciertas regiones del espacio forman agregados,
como consecuencia, las células, en estos agregados se diferencian (Maini y Baker, 2012).
Algunos ejemplos, son los trabajos de Keller y Segel en 1970, donde observaron que las células

presentan un movimiento hacia la fuente de un gradiente de concentracioén quimico, es decir,
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responden a la quimiotaxis. Debido a estos movimientos surge una rica variedad de patrones,
incluso en poblaciones de bacterias (Gilbert et al., 2015; E. F. Keller y Segel, 1970; Maini y
Baker, 2012). De manera similar ocurre con Dictyostelium, el cual sirve como un paradigma de
procesos del desarrollo en organismos multicelulares. Se han propuesto muchos modelos para
describir este comportamiento, difiriendo en los detalles de la ruta de transduccién de sefiales y

en la modelacion de las células (Baker, Schnell, y Maini, 2008).

Un aspecto importante es la interaccion entre la célula y la matriz extracelular, la cual fue
abordada por Murray y Harris en 1983. Estos autores investigaron la interaccion mecanica entre
las células y mostraron que la fuerza que ejercen sobre la matriz extracelular puede desestabilizar
espacialmente el estado de la forma y conducir a patrones de agregacion celular. Este modelo
considera movimientos hacia gradientes adhesivos. Ademas, ha sido aplicado a la creacion de
patrones del esqueleto en el esbozo de las extremidades y de las plumas de pollo (Maini y Baker,
2012; Oster, Murray, y Harris, 1983).

Por altimo, se encuentran los modelos de autoorganizacion, en los cuales los patrones
surgen debido a la dinamica intrinseca, por lo tanto, son resultado de fenGmenos emergentes,

mas que de la heterogeneidad como ocurre en los modelos de gradientes (Maini y Baker, 2012).

Otro modelo supone que las células pueden existir en dos estados diferentes, con ruido o
sefiales externas capaces de provocar un cambio en ellas. A este tipo de modelo se le conoce
como un modelo biestable y uno de los ejemplos mas famosos es el modelo de reloj y frente de
onda (Cooke y Zeeman, 1976; Maini y Baker, 2012). Este modelo representa la formacion de
somitas en el desarrollo embrionario a partir de oscilaciones de la concentracion de proteinas.
Las somitas se van formando una por cada ciclo de oscilacion, desde el eje posterior al anterior.
Experimentos del patrén espacio-temporal de las somitas dan evidencia que soporta los
resultados del modelo de reloj. Hay una gran cantidad de evidencia experimental a favor de este
modelo, con el reloj y el gradiente identificados a nivel molecular (Dubrulle, McGrew, y

Pourquié, 2001; Maini y Baker, 2012; Palmeirim, Henrigue, Ish-Horowicz, y Pourquié, 1997).

Una duda que comienza a tomar relevancia en el estudio actual de la morfogénesis es la

participacion del medio como un posible inductor de formas. Esta perspectiva se fundamenta en
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el ecoevodevo y postula una interaccion de retroalimentacion entre el medio y los sistemas en
desarrollo (Gilbert et al., 2015). Bajo esta perspectiva se ha modelado para probar el efecto del
ambiente con valores aleatorios, considerados como el ruido del medio. Este modelo mostré que
la morfogénesis esta influenciada de manera natural por los procesos evolutivos, como la

seleccion natural (Montévil, 2018; Montévil, Speroni, Sonnenschein, y Soto, 2016).

A pesar de los hallazgos en los diferentes enfoques del estudio de la morfogénesis, quedan
lagunas sin resolver. Un problema que continGa adn sin aclarar es de donde proviene la
informacion posicional. ;Como una célula en una parte del cuerpo (y en el desarrollo) “sabe”
cuando necesita y no necesita dividirse? Y (Como se controla la forma de la célula cuando
interacciona con sus células vecinas? (Melkikh y Khrennikov, 2018). Ademas, Gilbert y Barresi
mencionan que el problema de la morfogénesis radica en responder la pregunta ¢;cémo se
organizan las células en estructuras funcionales? es decir, como se genera la forma y funcion.
Entender esto conlleva reconocer que este proceso ocurre en organismos multicelulares, en los
cuales hay divisién del trabajo, resultado de la diferenciacidn celular. Asi mismo, el problema de
la diferenciacién es conocer ¢como a partir de una célula se generan diferentes tipos celulares?
(Gilbert y Barresi, 2016). Por lo cual, en este trabajo se busca entender como es el inicio de la
morfogénesis durante la segmentacidn que conlleva a la determinacion y posteriormente en fases
avanzadas del desarrollo da origen a los distintos linajes celulares que dan pie a la diferenciacion

celular.
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Capitulo 2. Fundamentos bioldgicos

En esta seccion se presentan los aspectos biologicos teoricos sustentados en evidencia empirica,
desde conocimientos de biologia del desarrollo hasta las proposiciones teoricas planteadas para

entender el desarrollo del modelo.

2.1 Multicelularidad

La multicelularidad es el nivel de organizacion que presenta un organismo al estar conformado
por mas de una sola célula y presenta division de funciones (de Mendoza, Sebé-Pedros, y Ruiz-
Trillo, 2013; Grosberg y Strathmann, 2007; Niklas y Newman, 2013). Autores sugieren que para
el establecimiento de organismos multicelulares eucariontes se requieren caracteristicas como:
adhesion celular, comunicacion célula-célula, coordinacion, muerte celular programada y un
programa de desarrollo (de Mendoza et al., 2013; Grosberg y Strathmann, 2007; Knoll, 2011;
Lane, 2001). Ademas, sugieren que para el desarrollo de estructuras mas sofisticadas en el
sistema, debieron pasar cambios criticos en la emergencia de los sistemas complejos. Mencionan
que las transiciones son consecuencia de la manera en que se almacena y transmite la informacion
genetica (Melkikh y Khrennikov, 2018).

Para el desarrollo del modelo, se define a un organismo multicelular eucarionte como:
aquél que surge a partir de una sola célula que se divide clonalmente. Por lo cual, las células
contienen la misma composicion genética y forman diferentes agregados celulares definidos, que
realizan una funcidn especifica a través de un proceso embrionario. En este trabajo, lo anterior,

se considera necesario para la morfogénesis.

2.2 Organismos multicelulares y sus caracteristicas comunes

Con base en la definicion de multicelularidad, este trabajo se enfoca Unicamente en la
morfogenesis de plantas y animales que presentan estructuras deterministas a partir de un proceso
de embriogénesis (Cridge, Dearden, y Brownfield, 2016; Grosberg y Strathmann, 2007; Rensing,
2016). Por estructura determinista se hace referencia a una estructura que es resultado de las

interacciones de los elementos, que integran el sistema en desarrollo. De manera bioldgica esto
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hace referencia a la determinacién de estructuras que son invariantes en los grupos taxonoémicos

como el plan corporal en plantas y animales.

Se propone que las caracteristicas que se comparten entre los organismos multicelulares
eucariontes son necesarias y estan relacionadas para la formacién de estructuras deterministas

durante el proceso morfogenético. Estas caracteristicas son:

1) Genoma lineal. EI genoma es el conjunto de genes de un organismo que no varia a lo
largo de su vida, por lo cual, se considera como una entidad estatica. En eucariontes el genoma
nuclear es lineal a diferencia de los procariontes donde el cromosoma es por lo general circular
(Robles y Batista, 2007). Todos los organismos presentan genes, los cuales en general se traducen

a proteinas (Bickmore, 2001).

2) Multisomia. Es la condicion de presentar mas de un cromosoma. Por lo general, no
ocurre en procariontes y es comun en eucariontes. Los cromosomas eucariontes son complejos
de DNA y proteinas, que permiten su compactacion al momento de la segregacion en la division
celular y su nimero varia entre especies (Bickmore, 2001; Robles y Batista, 2007). Estos
presentan partes terminales llamadas telomeros que son secuencias cortas repetitivas. Presentan
extremos terminales 3’ ricos en GC (guanina y citocina) y son alargados por la telomerasa
durante el desarrollo embrionario (Bickmore, 2001; Blackburn, 2001; de Lange, 2005; Harley y
Villeponteau, 1995; Pardue, 2009; Raffa y Cenci, 2015).

3) Ploidia. La ploidia es el estado de una célula, tejido u organismo en el que el nucleo
posee dos (diploidia) o mas (poliploidia) juegos completos de cromosomas. La diploidia permite
mayor resistencia a cambios o mutaciones; por ejemplo, si un gen muta, existe otra copia que

puede enmascarar fenotipicamente la mutacién (Comai, 2005).

4) Nucleo. El nicleo es un organelo celular que caracteriza a los eucariontes, es una
cubierta de doble membrana que contiene la informacion genética empaquetada en forma de
cromatina. El nacleo es considerado una de las caracteristicas mas importantes de las células
eucariontes debido a que resguarda la informacién genética. Ademas, en el ndcleo tienen lugar

la replicacion del DNA, la regulacién génica, la transcripcién y el procesamiento
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postranscripcional de los pre-mRNA. Por lo cual, el nacleo proporciona una
compartimentalizacion funcional dentro de la célula que permite mayores niveles de regulacion
genética debido a su regionalizacién y permeabilidad (Cedar y Bergman, 2009; Hubner y Spector,
2010; Lane, 2001; McCulloch y Navarro, 2016; Tripathi y Prasanth, 2011).

5) Proteinas. Las proteinas son diversas y complejas. Muestran variedad quimica, afinidad
y especificidad, asi como asociaciones con otras proteinas y modificaciones postraduccionales.
Todos los organismos vivos presentan proteinas como resultado de la expresion genética (Katz-
Jaffe, Linck, Schoolcraft, y Gardner, 2005). Al conjunto de proteinas que presenta cada célula u
organismo se denomina proteoma. El proteoma es una entidad dinamica, ya que cambia de
acuerdo con las condiciones y requerimientos en un momento determinado del organismo. En
general, se podria decir que el proteoma diferencia a un tipo celular de otro, incluso el momento
del ciclo o funcidn de la célula. Por lo cual, puede haber muchos proteomas en un organismo y
hasta en un mismo tipo celular (Jungblut, Holzhitter, Apweiler, y Schliter, 2008; Robles y
Batista, 2007; M. R. Wilkins et al., 1996).

6) Division celular (autorreplicacion). Todos los organismos multicelulares presentan
replicacion del DNA durante el proceso de su desarrollo embrionario para generar todas las
celulas que lo componen (Bleichert, Botchan, y Berger, 2017). El término “autorreplicacion”
indica que el DNA produce otra molécula de DNA (Clixby y Twyman, 2016). Desde una
perspectiva bioldgica, esta funcionalidad es consecuencia del sistema DNA-proteinas. Cuando
se duplica el DNA en una célula, se puede dividir en dos células por medio de citocinesis. La
division celular en organismos unicelulares resulta en dos organismos autbnomos, mientras que
en organismos multicelulares es parte de su crecimiento y mantenimiento, por lo cual, no debe

ser confundida con la reproduccion.

2.3 Funcionalidad
Se propone que las caracteristicas anteriores, tienen una relacion funcional que las agrupa en tres
bloques (Figura 3).

1) Regulacion del genoma. Este proceso, regulado en su mayoria por proteinas, es distinto
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en los procariontes que en los eucariontes. En este modelo se plantea que los cromosomas, la
multisomia, la ploidia y el nacleo originan una jerarquia de regulacion genética mas robusta ante
las perturbaciones externas. Lo cual se ve reflejado en la emergencia de médulos de regulacion
genéticos. Un mddulo de regulacion es la interaccion de distintos genes que resulta en la
regulacion bien delimitada de los procesos bioldgicos (Davidson y Erwin, 2006; Rothenberg,
2016).

2) Estado proteinico. Para entender el proceso morfogenético es necesario centrarse en las
proteinas, debido a que son la entidad dinamica del organismo (Robles y Batista, 2007). Las
proteinas estan presentes en la célula, la matriz extracelular y en su microambiente. Cuando una
célula se divide no siempre hay segregacion de manera homogeéneay en cada division su cantidad
cambia. Por ejemplo, en el desarrollo embrionario temprano de animales y durante la
segmentacion se produce una distribucion diferencial de proteinas en cada divisién mitética. En
este sentido la cantidad de proteinas no es la misma en los diferentes tipos celulares ni en
diferentes etapas del desarrollo de los organismos multicelulares (Deutsch et al., 2014; Ershov y
Minc, 2019; Pillitteri et al., 2016; Rensing, 2014; Satoh, 2011).

Las diferencias en el contenido de proteinas en las células nuevas, cambia o influye en su
fenotipo, en especial las proteinas morfogenéticas, las cuales estan implicadas directamente en
la regulacion del desarrollo embrionario. Las proteinas morfogenéticas se definen por su funcion
de regulacion dentro de modulos que se expresan durante el desarrollo de estructuras.
Generalmente, se puede hacer referencia a estas moléculas simplemente como morfogenos
(Averbukh, Gavish, Shilo, y Barkai, 2017; Shilo y Barkai, 2017; Turing, 1952; Zuniga y Zeller,
2014). Por lo general, este tipo de proteinas influye en las redes de regulacion genética,
generando asi cambios en el estado proteinico. Las proteinas morfogenéticas cominmente son
proteinas cortas de secrecion frecuentemente con funcion de factores de transcripcion. Entre estas
proteinas se encuentran las proteinas homedticas y miembros de la familia MADS, algunas de
las cuales incluso se piensa son analogas entre plantas y animales (Meyerowitz, 2002; A. S.
Wilkins, 2014).

El estado proteinico, en este trabajo, se define como “el conjunto y la cantidad de

17



proteinas en un momento determinado en la célula”. Debido a la variedad y cantidad de proteinas
pueden existir diversos estados proteinicos, los cuales se propone que determinan el fenotipo de
la célula, desde las variaciones en respuesta a sefiales externas hasta la diferenciacion de tipos

celulares.

3) Division celular. Suponemos que a partir de la division celular y el cambio en el estado
proteinico emerge el determinismo en el desarrollo. Una consecuencia de la division celular es
la variacion del estado proteinico a causa de las divisiones asimétricas o simétricas. En su
mayoria, durante la segmentacion temprana las divisiones celulares son asimétricas (Gilbert y
Barresi, 2016; Pillitteri et al., 2016). De esta manera, las divisiones asimétricas modifican el
estado proteinico, mientras que las simétricas lo mantienen, generando un abanico de fenotipos
celulares. Otra consideracion en este modelo es el aporte de informacion como consecuencia de

cada ciclo de autorreplicacion.

2.4 Morfogénesis

La primera observacion del proceso morfogenético en los eucariontes multicelulares, radica en
que a partir de una sola célula se generan diferentes tipos celulares, como sucede en el desarrollo
embrionario (Gilbert y Barresi, 2016). Por lo cual, es importante definir y diferenciar lo que se

denomina proceso morfogenético y diferenciarlo de crecimiento.

Como primera consideracion vale la pena definir forma, la cual es la distribucion espacial
relativa entre los componentes (X, y, z) de un sistema. Hay regularidad en las formas cuando x, y,
z en cualquiera de sus combinaciones son una funcion simple una de la otra. Por otra parte, la

irregularidad en las formas es cuando no hay una funcion simple entre X, y, z.

La morfogénesis en un sentido amplio se define como todo proceso creador de formas
(Rene Thom, en Waddington, 1975). Desde una perspectiva biologica se define como la
organizacion de las células del cuerpo en estructuras funcionales a través de movimientos,

migracion, diferenciacion celular y muerte celular programada (Gilbert y Barresi, 2016).

Con las consideraciones anteriores, en este trabajo, la morfogénesis en organismos

multicelulares se define como: el proceso por el cual, a partir de una célula, tienen lugar
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transformaciones a través de la autorreplicacion y la variacion del estado proteinico, dando como
resultado grupos de células genéticamente iguales con funciones distintas que conforman una
estructura determinada. Por otra parte, el crecimiento es un proceso o cambio por proliferacion
y maduracion de una o un grupo de células de un solo linaje, es decir, crecimiento clonal. A
diferencia de la morfogénesis, en el crecimiento se mantienen las mismas funciones y por ende
el mismo tipo celular. En este aspecto la forma podria cambiar, pero se mantiene la funcion a
partir de la célula troncal. Un ejemplo de crecimiento es la formacidn de nuevas raices a partir

de los meristemos radiculares (Figura 4).

El fendmeno de la morfogénesis es resultado de la integracion de varios procesos
biologicos. A nivel celular se incluyen procesos desde la determinacion hasta la diferenciacion
celular (Gilbert y Barresi, 2016). Esto desde un punto de vista embrioldgico permite la
especificacion de los patrones de tejidos y 6érganos. En este sentido la morfogénesis comienza en

las etapas tempranas del desarrollo embrionario.

El principio de la morfogénesis se debe entender como un cambio fenotipico resultado de
la arquitectura genética, que se refiere a la estructura tridimensional de la cromatina, lo cual
genera la disponibilidad de genes especificos (Gaume y Torres-Padilla, 2015). Por lo cual, a
partir de la célulainicial, se obtienen diferentes funciones, las cuales son resultado de los distintos
tipos celulares. Por lo tanto, se entiende que hay morfogénesis si y sélo si, de una célula surgen

diferentes grupos de células con funciones distintas.

En este proyecto se propone que la morfogénesis debe ser entendida como un proceso que
ocurre en organismos multicelulares. En estos, el mecanismo, por el cual se da la determinacion
y el acomodo espacial de las células, esta ligado con la organizacion de las células en tejidos

tanto como en su diferenciacion, problemas que han sido tratados por separado.
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Regulacion genética Estado proteinico Autorreplicacion

-Genoma -Proteinas -Division celular
-Multisomia asimétrica
-Ploidia

-Nucleo

Figura 3. Bloques funcionales. Representacion grafica de los bloques funcionales y las caracteristicas que comparten los
organismos multicelulares. 1) La regulacion genética comprende el genoma, la multisomia, ploidia y nicleo que indican una
jerarquia de regulacién genética. 2) El estado proteinico es un conjunto de proteinas, cada color indica un tipo distinto. 3)

La autorreplicacion es la division celular asimétrica, la cual esta bajo la regulacion genética.
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— A —> A = Crecimiento

A — Ay B = Morfogénesis
A —> Ay C = Morfogénesis

Figura 4. Diferencia entre crecimiento y morfogénesis. Se expone de manera simplificada la diferencia del resultado
funcional de estos dos procesos. En el crecimiento se obtiene el mismo fenotipo, mientras que en la morfogénesis se
obtienen dos o mas fenotipos. A, B y C se refieren a diferentes tipos celulares.
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Capitulo 3. Modelo.

En esta seccion se describe el modelo tedrico desarrollado. Ademaés, se dan los detalles del
modelo computacional. Se modela la variacion del estado proteinico y la recursividad del sistema
con base en la abstraccién y la funcionalidad reportada de los factores que intervienen y son
comunes a los eucariontes multicelulares. Por tal motivo, se reconoce que es una simplificacion,
donde no se incluyen dentro de la modelacion, todos los factores que estan presentes en el proceso
morfogenético durante la segmentacion. Se considera que en el proceso de embriogénesis
ocurren de manera natural los cambios en las redes de regulacion genética, las interacciones
celulares como la adhesién célula-célula y célula-matriz; y que las proteinas son las operadoras

para estas funciones.

3.1 Modelo tedrico biologico

El modelo que se plantea es un intento para responder la pregunta de ¢cémo se acomodan las
células para dar pie a los planes corporales? La respuesta a esta pregunta ayuda a comprender el
proceso para la formacién de un plan corporal dentro de la morfogenésis. Un plan corporal se
define como un conjunto de caracteristicas compartidas por un grupo de animales
filogenéticamente relacionados, en algun punto de su desarrollo (Willmore, 2012). Mientras que
en plantas el plan corporal se entiende como la formacion de patrones determinados en un grupo
taxonomico especifico (Willemsen y Scheres, 2004). Este modelo se enfoca en el periodo de la
segmentacion, ya que se plantea, que es el inicio de la colocacién y formacion de patrones que

dan origen a los planes corporales.

La segmentacion es el periodo comprendido desde la fecundacion hasta el inicio de la
gastrulacion en animales (Gilbert y Barresi, 2016) y en plantas corresponde a las primeras
divisiones celulares del embrion (Palovaara, de Zeeuw, y Weijers, 2016). En animales las
caracteristicas de la segmentacion incluyen: 1) el incremento en el nimero de células, pero no
del tamafio del embridn; 2) el ciclo celular s6lo presenta la fase M (mitosis) y S (sintesis de DNA);
3) La cromatina es laxa en su mayoria; 4) hay proteinas morfogenéticas y RNA no codificantes
(piwi-RNA) exclusivos de este momento; 5) la sintesis de proteinas no es inmediata, el inicio de
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la sintesis depende del grupo taxonémico; y 6) las divisiones celulares son asimétricas (Gilbert
y Barresi, 2016).

Este modelo plantea que el determinismo de la forma en el desarrollo de alguna estructura
es debido a los cambios del estado proteinico. El estado proteinico se define como los tipos de
proteinas y la concentracion de cada tipo de proteina, que contiene una célula, en un momento
determinado. El dinamismo del estado proteinico es consecuencia de la division celular
asimétrica, la cual produce una segregacion no equilibrada de proteinas, generando fenotipos
celulares distintos. Ademas, el estado proteinico de una célula determina el de las siguientes, ya
que puede variar el perfil de expresion genética al modificar las redes de regulacion (Muller,
2007; Newman y Miiller, 2010). Cabe recalcar que el estado proteinico para este modelo depende

directamente de la célula anterior y de los gradientes de concentracion del contexto celular.

Se considera que la division del desarrollo temprano es asimétrica y que el patron de
division del zigoto se ve afectado por factores fisicos, que limitan las posibles direcciones para
sus primeras divisiones. Ademas se ha observado, una asimetria en las divisiones celulares en el
establecimiento de la polaridad del embrién, lo que ocasiona cambios en la regulacion genética
(Gaume y Torres-Padilla, 2015). La division asimétrica produce diferencias funcionales en las

células hijas, que generan cambios y dirigen el proceso morfogenético.

De acuerdo con las categorias funcionales, presentadas en los fundamentos biolégicos de
este mismo trabajo, que son: la regulacion genética, el estado proteinico como entidad dinamica
y la division celular, se propone que: la variacion del estado proteinico esta dada por la
recursividad del proceso de divisién celular. La division celular genera un patron autoorganizado

de estados proteinicos que dan como resultado el establecimiento de los planes corporales.

Las restricciones del desarrollo que se consideraron dentro del modelo, que afectan la
forma, fueron la presencia del nucleo, la posible variacion de la estructura de las proteinas y el

efecto del estrés ambiental.

> Variacion de la estructura de las proteinas. Esto se refiere a las mutaciones sobre

las proteinas morfogenéticas, las cuales podrian tener implicaciones sobre su
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Premisas

funcién. Las proteinas morfogenéticas presentan un alto grado de robustez, por lo

cual una alteracion en su dominio funcional podria alterar la forma.

Anclaje inicial. Se prueba si es importante un anclaje inicial en la formacion de un
sistema multicelular. Basado en organismos que presentan crecimiento geotropico
(crecimiento hacia arriba) y que estan adheridos basalmente a una superficie. Esto
da como consecuencia un espacio limitado para dividirse y una direccion de las

siguientes divisiones.

Estrés ambiental. No hay un consenso sobre el efecto del estrés ambiental sobre la
ontogénesis. En este modelo, se considera que el estrés ambiental podria modificar
de manera aleatoria el estado proteinico. Lo anterior con base en un estudio donde
se menciona que el medio altera de manera aleatoria las redes de regulacion
genética (Martinez-Garcia, 2019). La variacion se lleva a cabo en cada ciclo de

division, por lo cual, cada célula esta expuesta al efecto del estrés ambiental.

Nucleo. Se considera que provee un nivel de regulacion genética mayor. Debido a
su permeabilidad selectiva, lo cual evita las interacciones de moléculas del medio
ambiente con el genoma. En este modelo se considera que esto hace que la relacion
proteina-genotipo sea mas precisa. Se propone gue esta estructura es esencial en la

regulacion genética de eucariontes multicelulares.

El modelo se sustenta en que la morfogénesis es el proceso por el cual, a partir de
una célula, tienen lugar transformaciones a través de la autorreplicacion y la
variacion del estado proteinico. Esto da como resultado grupos de células
geneticamente iguales con funciones distintas que conforman una estructura
determinada. En la implementacion se representa la forma como resultado final de

las interacciones.

El genoma en este modelo se considera una entidad estatica que provee las

propiedades deterministas del proceso morfogenético. Por lo cual, se da por hecho
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que el genoma provee los elementos del sistema en desarrollo.

e Por el contrario, el estado proteinico en este modelo se considera una entidad
dindmica. En este modelo, Unicamente se estan considerando proteinas

morfogenéticas sin importar su origen, ya sea nuclear o de algin otro organelo.

e Existe una interaccion entre la entidad estatica y dinamica que implica un sistema

de regulacion.

e La morfogénesis es consecuencia de los elementos comunes de los eucariontes

multicelulares. Estos permiten un control sobre el estado proteinico.

Supuestos

e La autoorganizacion de los agentes celulares, principalmente a causa de la divisién
celular y las redes genéticas reguladoras dan como resultado un estado proteinico
especifico para cada célula nueva. Esto ocurre durante el proceso de desarrollo

temprano.
e (Cada estado proteinico origina un fenotipo especifico.

e El ndcleo provee mayor estabilidad al estado proteinico. Por lo tanto, con el nucleo el
estado proteinico depende en mayor medida del estado anterior, que de las

perturbaciones ambientales.

3.2 Hipotesis

El estado proteinico es capaz de dirigir la division celular, lo cual se observa en la determinacion
de la forma en los organismos multicelulares. Esta hipotesis se sustenta en las tres categorias
funcionales que comparten los organismos eucariontes mencionadas en los fundamentos

bioldgicos.
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3.3 Objetivo principal

El objetivo de este estudio es conocer el papel del estado proteinico y sus variaciones durante la
formacion de estructuras deterministas, como la arquitectura basica de organismos eucariontes

multicelulares durante el desarrollo embrionario temprano.

3.4 Modelo computacional

Este modelo es un intento de poner de manera ordenada un proceso bioldgico altamente complejo.
El modelo se situa en las etapas tempranas del desarrollo de los organismos multicelulares
eucariontes. Se propone que la morfogenesis es consecuencia de un proceso de autoorganizacion,
de los agentes celulares, como resultado del cambio del estado proteinico debido a las divisiones

celulares asimétricas.

En este sentido este modelo es una representacion visual de los sucesos que ocurren en la
segmentacién. Con el fin de probar el planteamiento hecho en el modelo tedrico, el cual propone:
que la variacién del estado proteinico dada por las divisiones celulares genera un patrén
autoorganizado de estados proteinicos que dan como resultado el establecimiento de los planes
corporales. Dada la complejidad de los procesos de desarrollo y como un primer acercamiento
para la generacion de un modelo global, se ha considerado el estado proteinico como una causa
de la direccién de la division celular. En Gltima instancia, repercute en la formacién de una

estructura y asi de un organismo completo.

Se propone abordar el problema desde una perspectiva basada en agentes, ya que es
posible hacer simulaciones de procesos que aumentan en complejidad en término de las
interdependencias del sistema modelado (Macal y North, 2009). Ademas, es posible manipular
las variables bioldgicas y observar la respuesta, lo que la hace una herramienta efectiva para el

estudio de la morfogénesis de los eucariontes multicelulares durante el desarrollo embrionario.

La eleccién del analisis computacional en este trabajo se sustenta en que los procesos
celulares pueden ser modelados como maquinas de estados finitos. Una maquina de estados
finitos es una representacion abstracta de un modelo que manipula simbolos. Cada maquina sélo
puede estar en un estado en un tiempo dado. El estado se define como las condiciones en que se
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encuentra un agente en un momento (Gutiérrez-Orozco, 2008). Las maquinas de estados pueden
ser programadas para simular el funcionamiento celular. Esto debido a que las células actdan
como unidades que presentan sus propias caracteristicas, las cuales generan los diferentes estados

celulares.

Los modelos basados en agentes discretizan el sistema que se modela en entidades
autonomas, cada una de las cuales actta de acuerdo con un conjunto de reglas en cada paso del
tiempo discreto, a lo largo de una simulacion (Velazquez, Su, Cahan, y Ebrahimkhani, 2018). La
modelacion basada en agentes puede representar las relaciones de aspectos puntuales de los
sistemas, por lo cual, es una alternativa donde las herramientas experimentales fallan al no poder
tener control de todas las variables. Un modelo basado en agentes consiste en un conjunto de
agentes y de relaciones definidas por el usuario (Balietti y Helbing, 2012; Hamant, 2017; Macal
y North, 2009).

La implementacién del modelo se realizé en Lazarus 2.0.2 Free/Pascal IDE, en Kubuntu,
generando el programa Morfo. En el programa Morfo (Figura 8 y anexo) se considera que cada
célula es un agente cuyo estado se determina por los diferentes estados proteinicos. En el anexo

se presenta el codigo del programa.

3.4.1 Conceptos claves del modelo computacional.

Proteinas morfogenéticas

El modelo computacional contempla dos tipos de proteinas morfogenéticas G y B:

e La proteina G, (G=growth) establece el crecimiento. La concentracion de G (Cg)
disminuye de manera lenta en cada division y nunca se restablece. Esta proteina opera
mientras su concentracion sea mayor que 0. El resultado de su presencia es que la célula
se divida, por lo tanto, se considera que el crecimiento es por division celular y no por el
aumento del tamario de las células, es decir, hipertrofia. Este comportamiento es similar a
los factores de transcripcion encontrados durante la segmentacion temprana como genes
para la determinacion del endodermo en vertebrados como otx que recibe sefiales de
regulacion de genes como foxa, gatae, bra (Davidson y Erwin, 2006).
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e La proteina B, (B=branching) establece las ramificaciones del sistema multicelular. La
concentracién de B (Cg) decrece rapidamente en cada divisién. Cuando Cg=0 es el
momento en que opera, lo que resulta en una ramificacion y el restablecimiento de la
concentracion de B pero en menor proporcion. Esto esta representado biologicamente en
proteinas morfogenéticas como las BMP, las cuales presentan un ciclo de
retroalimentacion que funciona de manera similar a la implementada. Este tipo de
regulacion describe el cambio de la concentracion de B y se observa de manera natural en

la formacidn de hueso y neurogénesis con las proteinas BMP (Tang et al., 2009).

Estado proteinico

Un estado proteinico (Px) se define como el conjunto de los tipos de proteinas presentes y su
concentracion en un momento dado de la célula. ElI Px como entidad dinamica, inicialmente esta
determinado por el genoma. En este modelo el estado proteinico estd conformado por la
concentracion de la proteina G (Cg) y la concentracion de B (Cg), es decir, el conjunto de

proteinas G y B:
P, = {C¢, Cp},
donde Cges la concentracion de G y Cg es la concentracidn de B, kes un indice de iteracion.
El estado proteinico se implementé computacionalmente en dos arreglos:

e El primer arreglo almacena el tipo de proteina G o B, que son representadas por una

matriz (ver seccion de variables).

e Elsegundo arreglo almacena la concentracion (C) de cada proteina, es decir, la cantidad

de cada tipo de proteinas que hay en cada agente celular (Cc y Cg).

Division celular y recurrencia del sistema

La division celular, en su definicion bioldgica, implica la creacion de dos células a partir de una.
En el modelo se parte de una célula existente que crea una nueva. Cada nueva divisién es un

mecanismo de autorreplicacion del cual se obtiene la informacion necesaria para la morfogénesis
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y sucesivamente el ordenamiento de las siguientes células, lo cual da la forma (Figura 5).

El estado proteinico varia en cada agente nuevo, debido a que cambia la concentracion de
cada tipo de proteina en cada division celular. Se representa el cambio del estado proteinico en
cada division como resultado de la recurrencia, lo cual supone que el siguiente estado depende
directamente del anterior. A nivel bioldgico, se considera que también hay interaccion del Px con
el genotipo, por lo cual, el estado proteinico siguiente es una consecuencia de cdmo opera el Py
anterior sobre el genotipo. En este modelo la importancia biolégica de una proteina
morfogenética radica en que ésta opere sobre el codigo genético y como resultado genere otra
proteina. Se plantea que la forma es resultado de este proceso iterativo, esto es en funcion de la

division celular, por lo cual, se pueden tener pocas proteinas y distintos Pk.
Se intentd denotar este fendmeno de manera matematica:
Pry1 = O[Py],

donde O es laregla de disminucion de las proteinas (ver en latabla 1) y k es un indice de iteracion.

Cuando B=0 se opera sobre el genoma y se reinicia la concentracion de B.

La representacion de las divisiones asimetricas se realizd con una regla de disminucion
de su concentracion en cada division, con lo cual la cantidad de proteinas varia. La regla de
disminucion de cada proteina busca representar de manera simple la asimetria en cada division
para la concentracion de cada una de las proteinas. A nivel embrionario se presenta una asimetria
en las divisiones celulares y no hay un comportamiento Unico de las proteinas morfogeneticas
durante la segmentacion (Gilbert y Barresi, 2016; Pillitteri et al., 2016). La magnitud en la que
disminuye la concentracion de G (C;) y B (Cp) la define el usuario con una regla (R). En el caso
de C; la disminucion de la concentracion es en unidades de 1 a 1000 representando una
disminucion lenta en cada division. Mientras que en el caso de Cj la regla de disminucion se
realizo con la resta de un porcentaje de Cp inicial, suponiendo una disminucion rapida en cada
division, ya que se esta restando una proporcion de la cantidad de proteina. Cuando Cp = 0, se
restablecen sus valores pero en menor proporcion. En la Tabla 1, se ilustra un ejemplo de la regla

de disminucion de la concentracion de las proteinas.

29



Tabla 1.Ejemplo de la disminucidn de la concentracion. En esta tabla se representa la
asimetria en cada division de la concentracion inicial de G o B (n) con la resta de un valor

proporcionado por el usuario (R).

Tiempo Concentracion
Lo Cep=n Cg,=mn
ty C;,=n—R Cg,=n—R
L, Ce,=Cs,— R Cp,=Cs, — R

En este modelo el proceso de desarrollo termina cuando la concentracién de G es 0 (Cc=0).
En resumen, en cada division celular cambia el estado proteinico, lo cual se describe con la
funcidn de recurrencia y se implementd en funcion de la regla de disminucion. Por lo cual, con
la recursividad del sistema, a través de cada iteracion se obtiene informacion que genera al
fenotipo resultante. Por esta razon, con sélo dos proteinas se generan formas que tienen la

impresion de sobrepasar la informacion de los elementos del sistema (Figura 5).
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L;

*Cp=

L,

O

:
:

la accion de las proteinas por el vector.

k+1

Pk+1= O[Pk]

k+2

Pk+z=0[1i+1]

k+3

Pk+3= 0 [ IZ+2 ]

k+(n+1)

Pk+(n+1)=0 [ Pk+n]

Figura 5. Esquema general del modelo. En el esquema se puede visualizar la idea general de las divisiones celulares, asi
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E90)-()

(10)(8)= ()

a b (xn)_ (xn+1
¢ d yn B yn+1

)

como la recursividad del proceso. Px= estado proteinico; v= vector; t=tiempo de division. En la primera columna del esquema

se grafican las divisiones, en la segunda columna se ejemplifica la funcién de recurrencia y en la tercera columna se ilustra



3.4.2 Variables del modelo computacional.

A continuacion, se presenta una pequefia descripcion de las variables del modelo (ver tabla 2).

Estructura determinada de las proteinas. Esta caracteristica varia si la estructura de la
proteina es aleatoria o determinista. Las proteinas G y B tienen valores por defecto que se

consideran son los valores que permiten su funcién morfogenética.

Las proteinas son representadas por matrices con base en la analogia de las
transformaciones matematicas. A nivel bioldgico, las proteinas realizan transformaciones
especificas en el organismo en desarrollo, es decir, actian como operadores bioldgicos. En este
sentido los valores de cada matriz corresponden a los dominios?® funcionales de cada proteina,

por lo cual tienen que ser fijos.

Se implementd de manera opcional variar la estructura de las proteinas aleatoriamente
para probar el efecto sobre la forma. En este modelo se implement6 como la aleatorizacion de
los valores de sus matrices con valores enteros de -1 a 1. Cabe mencionar que las proteinas
morfogenéticas presentan un alto grado de robustez, por lo cual, una alteracion en su dominio

funcional podria alterar la forma.

Los valores de la matriz de G son:

6=[y

B tiene dos matrices, debido a que su funcion de ramificacion requiere que la célula se

divida en 2 direcciones, los valores son:

-2 3]

Bz[_o1 é]

! Los dominios son estructuras tridimensionales en los cuales se encuentra el sitio activo de la proteina.
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Concentracion inicial. La concentracién inicial de cada proteina morfogenética se

pueden establecer con valores de 1 a 10000 para Cg y de 0 a 1000 para Ce.

Regla de disminucion. La regla de disminucion de la concentracion de cada proteina
morfogenética establece la magnitud de disminucion del estado proteinico en cada division
celular asimétrica. Para Cg los valores de disminucion son enteros, mientras que para Cg la regla

de disminucidn es en porcentaje.

Anclaje inicial. Esta determinado como valor por defecto y corresponde al vector inicial.
Al apagarse esta variable no hay un valor definido del vector inicial, sino que los componentes

del vector toman valores enteros aleatorios entre -1 a 1.

En el modelo, el vector es una representacion matematica de las restricciones del
desarrollo, las cuales estan dadas por las restricciones fisicas y biologicas como la historia
evolutiva del desarrollo de los grupos taxonémicos. El vector inicial (vo) representa el anclaje

dado por las restricciones fisicas y biologicas en el tiempo inicial y su valor es:

=)

Estrés ambiental. El estrés ambiental se puede prender o apagar. Al estar encendido
toma un valor aleatorio entre 0 y 1 en cada iteracién y los valores de la matriz de la proteina
operante pueden cambiar. Al estar apagado su valor es cero. En esta implementacion la manera

en que el estrés ambiental afecta el estado proteinico es al afectar la estructura de las proteinas.

No hay un consenso sobre el efecto del estrés ambiental sobre la embriogénesis. En este
modelo se considera que el estrés ambiental podria modificar de manera aleatoria el estado
proteinico. Lo anterior esta sustentado en un reporte donde el medio altera de manera aleatoria
las redes de regulacion genética (Martinez-Garcia, 2019). La variacion se lleva a cabo en cada

ciclo de division, por lo cual, cada célula esta expuesta al efecto del estrés ambiental.

Nucleo. Cuando la opcion de nucleo esta encendida se compara un valor fijo de 0.95

asignado al ndcleo, con el valor del estrés ambiental de cada iteracion, si el valor del ndcleo es
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mayor no hay estrés ambiental.

Tabla 2. Variables. Se presentan los parametros a escoger en el programa Morfo para cada variable.

Variables Valores

Estructura determinada | Encendido Apagado
de las proteinas (G y B) c=[t O c=[2 P
0 1 c d
10 -1 _Ja b
B=11 o ] B=1c a
_[0 1 _fa b
B= -1 0 b= lc d

*a, b, c y d son valores aleatorios

enterosde -1al.

Concentracion inicial

Para Cg de 1-10000
Para Cg de 0-1000

Regla de disminucién

(R)

Para Cs numeros enteros de 1-1000

Para Cg en porcentaje de 1 al 100

Anclaje inicial

Encendido Apagado

v=() vo = ;)
*a y b son valores aleatorios

enterosde-1al.

Estrés ambiental Encendido Apagado

(M) Valores aleatorios entre Oy 1. | Su valor es 0.

Nucleo Encendido Apagado

(N) Valor fijo de 0.95 que se | Nohay comparaciony su valor es

compara: M.
N>M no hay estrés ambiental

N<M hay estres ambiental
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3.4.3 Descripcion del modelo computacional

Se parte de una célula con condiciones iniciales: un estado proteinico inicial Pk (k=0), una regla
de disminucién que determina la asimetria en cada division y un espacio limitado para dividirse
debido al anclaje inicial. En este modelo, la célula inicial esta anclada a un sustrato, determinado
por el vector inicial (vy). En caso de no presentar un anclaje inicial, la célula tendrd cuatro
direcciones posibles de division. Por ejemplo, en un organismo que presenta crecimiento
geotrépico, es decir, crecimiento hacia arriba, se presenta adherido basalmente a alguna
superficie, lo que limita el crecimiento hacia abajo, mientras que la parte superior de la célula
queda libre para dividirse en esa direccion. Sin embargo, en este modelo, la division depende de
un estado proteinico, por lo cual la proteina que opera en la primera division siempre es G (Figura
6).

Hay division del agente celular solo si Cc>0. Para decidir qué proteina opera, en cada
division, se comparan los valores de Cg y Cg, s6lo si Cg=0 operan G y B juntas y si Cg>0 so6lo
opera G. De esta manera, se puede entender que la pregunta de ¢cuando opera G o0 B? se responde

como una funcion del estado proteinico.

Si el estrés ambiental estd encendido los valores de la matriz de la proteina operante
pueden cambiar, s6lo en esa iteracion. ElI cambio se da al establecer una probabilidad de
interaccion aleatoria, que corresponde al estrés ambiental. Si el ndcleo estd encendido la
probabilidad de interaccion disminuye a un valor fijo en 0.05, este valor se escogio de manera

arbitraria.

Cuando una proteina opera sobre un vector se especifica la posicion de la siguiente célula.
Para determinar la direccion de la nueva posicion, en cada division celular, se realiza la operacion
de multiplicar la matriz asociada a la proteina por el vector, es decir, una transformacion. De esta
manera, el siguiente vector serd resultado de la multiplicacién de la proteina que opero por el

vector anterior (Figura 6).

Las células hijas, como consecuencia de la division asimétrica, presentan la disminucion

de la concentracion de sus proteinas, lo que genera un estado proteinico diferente. La disminucién
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ocurre al restar un valor fijo que es asignado inicialmente por el usuario. Cuando Cg=0, el valor
de Cg para la célula hija se restablece, pero en menor proporcion, en funcion del nimero de

ramificacion.

Una vez que se obtiene el nuevo vector, éste se normaliza, lo que quiere decir, que el
vector resultante se escala para que siempre tenga norma igual a 1, esto para que la célula hija
siempre quede a una celda de distancia de la madre. En términos bioldgicos esto significa que la
célula hija siempre quede adyacente a la madre. A continuacién, se muestra como es que se

realiza la normalizacion:
x,y) =G+ (xy)
x',y")

/x’z +y'2

Donde (x', y") es el vector resultante de la multiplicacion de la proteina G por el vector y

le’yl —

N(x', y') es el vector resultante normalizado. Una vez normalizado el vector resultante se suma
al vector de posicion de la célula madre para imprimirse de manera grafica. La representacion
grafica es un plano cartesiano de dos dimensiones (R?). Cada division, la célula presenta tres
posibles direcciones: en el mismo sentido, si s6lo opera G; o se ramifica, si operan Gy B (Figura
5).

El resultado final del modelo computacional es un sistema multicelular en dos
dimensiones (2D) con una forma definida y determinada por los estados proteinicos. Por lo cual,
el producto de la simulacion es un ente multicelular no definido dentro de ningun grupo

taxondmico, pero que presenta una de forma determinista.
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Figura 6. Posibles direcciones de division. Representacion grafica de las posibles direcciones de la primera division. Del
lado izquierdo se representa al vector inicial con una posicidn aleatoria y la flecha indica el vector de la nueva direccion,
contraria a la del vector inicial. Del lado derecho el vector inicial es fijo y s6lo hay una posibilidad de direccién. vy= vector

inicial; v, = vector siguiente; G=proteina morfogenética de crecimiento.
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Figura 7. Ejemplo del programa Morfo. En la imagen se observa una simulacion realizada en el programa Morfo.
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Figura 8. Diagrama de flujo del modelo computacional en el programa morfo.
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Capitulo 4. Resultados

4.1 Variaciones en el estado proteinico

Se realizaron simulaciones donde se modifico la concentracion inicial de G (Cg) vy la regla de
disminucién de B (Rg), 5 veces con cada pardmetro, lo anterior para observar si influye en la
forma del sistema multicelular. Los resultados se analizaron cualitativamente observando si
presentaron patrones de la forma tipo, similar a una hoja de un helecho, debido a que el objetivo
de esta seccion es analizar si la variacion del estado proteinico afecta la forma. Las opciones de
presencia de nucleo, efecto de estrés ambiental y anclaje inicial estuvieron encendidos para todas

las simulaciones.

Variacién en la concentracion inicial de G (Cgo)

Las simulaciones de la variacion de la concentracion de G se realizaron con valores fijos de
Cg=500 y Rg=10. Se realizaron simulaciones variando los valores de Cgo de 100 a 2500,
disminuyendo con una tasa de 100 en cada simulacion y con tasa de 10 en el rango de 100 a 10.
Rc fue fija con una tasa de -1 por division celular. Se realizaron cinco simulaciones por cada

variacion.

De manera preliminar se esperaba que a medida que disminuyera la concentracion de G,
disminuyeran las ramificaciones o el tamaro del sistema multicelular. Esto debido a que cuando
la concentracion de G es igual a 0 se detiene el proceso. El tamafio del sistema multicelular se
considera como el diametro del conjunto en el plano cuantificado en pixeles. Se compararon los

tamarios de los diferentes agentes multicelulares, el nimero de células y ramificaciones.

Se obtuvieron sistemas multicelulares de agentes con formas tipo, similares a la forma de
la hoja de un helecho, variaron en tamafio y nimero de ramificaciones dependiendo del valor de
la concentracién inicial de G. Se observd, que al disminuir la concentracion inicial de G el

didmetro del conjunto en el plano del agente multicelular disminuye (Figura 9).

Ademas, se observo que el nimero de celulas del agente multicelular aumenta al

incrementar Ceo (Figura 12, A). Mientras que las ramificaciones presentan un incremento regular
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hasta alcanzar un rango de concentracién donde se mantiene el numero de ramificaciones. Al
pasar un umbral en la concentracion de Cgo vuelve a incrementar hasta otro rango donde se
mantiene (Figura 12, B). En el caso del tamafio se comporta de forma similar al nimero de
ramificaciones (Figura 12, C). Cuando se compara el numero de células y ramificaciones (Figura
13, A) se observa que el incremento del nimero de células aumenta drasticamente con la primera

ramificacion y que las ramificaciones aumentan conforme el incremento de Ceco.

Variacion en la regla de disminucion de B (Rg)

Las simulaciones de la variacion de Rg se realizaron con un valor fijo de Cg=1000 y R¢ =1. El
valor de Cg fue fijo (Cs=500). Se realizaron simulaciones variando Rg de 1 al 100 con una tasa
de 5 por cada simulacién. Estas simulaciones se realizaron con el fin de saber como afecta el
porcentaje de disminucion de Cg en la forma del sistema multicelular, en especial cambios en las

ramificaciones. Se esperaba que el aumento en Rg incrementara la frecuencia de ramificaciones.

Se observd que la regla de disminucién de B afecta directamente a las ramificaciones, al
tamafio y por consiguiente a la forma del sistema multicelular. A medida que se aumenta la regla
de disminucion aumentan las ramificaciones, pero disminuye el tamafio. Con reglas de
disminucion de 1 a 30 hay variacion en la forma de los sistemas multicelulares. Mientras que en
rangos de 35 a 45; y 50 a 95 se observaron formas similares. A partir de una regla de 35 la

disminucion del tamarfio del agente es menor (Figura 10).

Se observo que el numero de células del agente multicelular tiene un incremento hasta
alcanzar un valor fijo, es decir, al inicio incrementd conforme se incrementa Rg, y después se
mantiene a pesar de su incremento (Figura 12, D). El cambio en el nimero de ramificaciones es
similar al de las células (Figura 12, E). En el caso del tamafio ocurre lo contrario, al incrementarse
Re el tamafio disminuye (Figura 12, F). Cuando se compara el nimero de células y las
ramificaciones (Figura 13, B), se observa que tanto el incremento del nimero de células como el

de ramificaciones tienen un comportamiento similar conforme aumenta Re.

Variacion en la regla de disminucion de B (Rg) y en la concentracion inicial de G (Cgo)

En estas simulaciones se varid Rg y Cgo de manera conjunta. Los valores de Cgo variaron cada
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dos simulaciones de 100 en 100, iniciando en Cgo=100. Los valores iniciales de Rg, se variaron
cada dos simulaciones de 10 en 10, iniciando en Rg=10. Cgo=500 y Rs=1 fueron constantes en

todas las simulaciones.

El resultado fue similar a los experimentos previos, es decir, el aumento de la
concentracion de G corresponde con el incremento del tamafio del agente, asi como el nimero
de ramificaciones corresponde a la tasa de disminucion de B. Sin embargo, hay un punto donde
los sistemas multicelulares tienen una forma compacta y saturada de ramificaciones, por lo cual

se observa una disminucion del tamarfio (Figura 11).

Se observo que, cuando se compara el nimero de células y ramificaciones (Figura 14, A)
se presenta un comportamiento similar, pero en escalas distintas. Ademas, el incremento ocurre
de manera escalonada, es decir, aumenta en intervalos de concentraciones. Se observé que se
alcanza un numero méximo de ramificaciones, mientras que el numero de células sigue

aumentando.

En el caso del tamafio, no se observa una tendencia marcada (Figura 14, B). Hay
condiciones iniciales que generan patrones similares. En la grafica esto se observa con la
diferencia de intensidad del color. Por ejemplo: en la condicion uno y la siete, el tamafio es el
mas grande; mientras que en las condiciones dos, ocho y nueve son los tamafios mas pequefios.
En las deméas condiciones se mantienen tamafios medios. Con lo cual, se puede decir que el
tamafio no tiene una relacion directa con el numero de células o de ramificaciones, sino que

depende de la interaccion de ambas variables.
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Figura 9. Variacién de la concentracién inicial de G. Sistemas multicelulares resultado de las simulaciones en la

variacion de la concentracion de Cco. Valores de Cco: A) 1000, B)400, C)90 y D)40. Los valores de Cgo

fueron fijos.

=10

500 y Rs
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Figura 10. Variacién en la regla de disminucion de B. Agentes multicelulares resultado de las simulaciones en la variacién

de Re. Valores de Re: A) 5, B) 10, C) 20 y D) 50. Los valores Cco =1000 y R¢
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Figura 11. Variacion conjunta de la concentracion inicial de G y la regla de disminucion de B. Sistemas
multicelulares resultado de las simulaciones en la variacioén conjunta de Ccoy Rs. Los valores respectivos
son: A) Ce0=20, Rs=15; B) Cc0=30, Re=20; C) Cc0o=40, Rs=25; D) Cc0o=60, Rs=35; E) Cc0=80, Re=45; y F)
Cc0=100, Re=60. Los valores de Cgo=500 y Rc=1 fueron fijos.
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4.2 Otros factores que afectan la forma

En esta seccion el objetivo de las simulaciones fue observar como influian otros factores en el
estado proteinico y en la generacion de la forma. Las variaciones consistieron en el encendido y
apagado de los diferentes factores. En todas las simulaciones se dejaron fijos los valores de

Cc0=1000, Re=1, Cgo=500 y Reg=10. En cada experimento se realizaron 5 repeticiones.

1) Todos los factores encendidos

Las simulaciones se realizaron con valores encendidos en todos los factores: estructura
determinada de las proteinas, presencia del nucleo, estrés ambiental y anclaje de la célula inicial.
Se observé que en todas las simulaciones las formas resultantes coincidieron con la forma tipo,
similar a la de un helecho. No obstante, se observaron variaciones en sus ramificaciones (Figura
15, B).

2) Sin estructura determinada de la proteina

En esta simulacion se probd el efecto del valor especifico y fijo de las proteinas en la forma de
los sistemas multicelulares. Este boton al estar encendido asigna los valores preestablecidos de
Gy B; y al estar apagado asigna un valor aleatorio a las matrices de cada proteina. Su significado
biolégico es que la proteina no presenta alteraciones para llevar a cabo su funcién, por
mutaciones. Se observo que no se generd, en ninguna simulacion, la forma tipo. Se observaron

agentes o agregaciones de agentes en linea con una o ninguna ramificacion (Figura 15, F).

3) Presencia del nacleo

En esta simulacion se probo el efecto de la presencia del nucleo en la forma final del agente. Este
boton al estar encendido implica los procesos de compartimentalizacion de la regulacion
transcripcional y de replicacion, asi como una capa de proteccion al DNA. Mientras que cuando

esta apagado el nucleo, entonces el estrés ambiental es mas fuerte sobre la regulacion genética.

Se observo que en ausencia del nacleo y con estrés ambiental no hay una forma tipo, sino
una aglomeracidn sin una estructura determinista definida y sin un patron establecido a diferencia

de cuando hay nucleo (Figura 15, D).

48



4) Estrés ambiental

En esta simulacion se probd el efecto del estrés ambiental en la forma del sistema multicelular
de agentes. Al estar encendido implica que hay una probable interaccion entre moléculas del
medio y el DNA que modifica de manera aleatoria el resultado final de la traduccion por cambiar
el estado proteinico a través de las modificaciones postraduccionales o del perfil de expresion

genética.

Se observo que, al estar apagado el estrés ambiental, los sistemas multicelulares tenian la
forma tipo, con estructura determinista y no se encontr6 ninguna variacion entre las simulaciones
(Figura 15, A).

5) Anclaje de la célula inicial

El objetivo de estas simulaciones fue probar la importancia de un anclaje como eje para la
generacion de la forma. El factor anclaje representa factores fisicos y bioldgicos que posicionan
al embrion. En el modelo esta determinado por el vector inicial. Se observaron variaciones en las
formas resultantes, ninguna como la forma tipo, pero si se observaron ramificaciones en las

formas obtenidas. Algunas de las formas tenian menos de 10 agentes celulares (Figura 15, C).

6)Combinacién sin ndcleo y sin estructura determinada de las proteinas.

En estas simulaciones se probd la combinacién de dos factores: la ausencia del ndcleo y la
estructura aleatoria de proteinas. Como resultado se observaron variaciones en las formas
resultantes y no se formé ningin patron. Las formas son pequefias y los agentes parecen
aglomerados (Figura 15, E).

7)Combinacién sin nacleo y sin estrés ambiental

Por altimo, se probd la combinacion de dos factores: la ausencia del nicleo y el estrés ambiental.
Como resultado se observé que todas las formas presentan estructura determinista como la forma

tipo y sin ninguna variacion (Figura 15, A).

49



]
] »
] ]
o =1 [=15) ooo [=17] (=12 ] o
ERRECERRBCEREERCEERRDEOAROOERORCRORERED  BOBOE
oo [} ooo on oo -] H
] ]
] L]
o =]
] =]
] ]
] ]
(=1 oB oon on (=12 B »
BOBERECEBEECCERRECEARROORERRDERERCBORERED  BOEDE
o0 on 15 ooo 517 oo B B
in ] ]
] ]
]
(=1 oB [7=) (=)
BRCEARECOGARECEARBOEDORARD BOBOD
on 15 [ 5]
=1
ool Ll=T"1=1]
-1
B » B
D“'I'D'D'I'“D BoEOE
BDROE
o o
OBABEOADEBAERD BOBO®
o o
o oo (=}
IEDABEOEBRBOBOBRBED BOBOE
o [ o
[ ]
L]
=} o oo oo =1 o o
SERRCERRROBRRECERERRCERRBOBOBRRADBRARCRORERED BOBOB
5} o [ om -1 o (]
1] )
» ] ]
L] ) L]
o =} o oo oo oo [=]=1°) oD oo o =] o
IBBOESRRLEAAROAEREGCERRELEARROARRGECARRRCACRARCARRBOROBEREL BOE0DE
o 5} o 1] [ om ooo om oo [ 5] ]
] ] »
) L] ]
o a o
5] 5] o
] L] ]
] ] »
] L]
] =) o 1= oo om noo on ==} » =] n
IBBOESBRLEARROAERERCRARELEARROOLRRGRCARRRCOARERCARRBOEOBEREL BOB0DE
-] 5} L] om oo oo ooo oD oo 7] o 5]
1] ] L]
» ] 1]
] ]

BD|

on

A)

F)

E)

)

D

=)

=]

o
PEPOPEFEPOPEPEBONE
Do

=

oo
»EPED

L]
n ) B
CEARBLCRARELCARRLACARRRELEE
1] 1] ]

omo =]

<)

Figura 15. Factores que alteran la forma. Agentes multicelulares resultado de las simulaciones en la variacion de la

ocurrencia de otros factores: A) fenotipo resultado de las simulaciones sin estrés ambiental y de la combinacion ausencia

del ndcleo y estrés ambiental; B) todos los factores encendidos; C) sin anclaje inicial; D) ausencia de nucleo; E) sin nicleo

y estructura de proteinas determinada; F) sin estructura de proteinas determinada. Los valores Cgo

y Rg=10 fueron fijos.

1000, Re=1, Cgo=500
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Capitulo 5. Discusion

El modelo se sustenta en la emergencia de las funcionalidades de los sistemas vivos desde la
interaccion de las macromoléculas (Drack y Wolkenhauer, 2011), dentro de un marco
determinista. Ademas, el modelo retoma la morfogénesis dentro de la biologia tedrica como lo
propuso Waddington y René Thom, para entrar en las explicaciones méas que una descripcion del

proceso (Gare, 2017). Por ultimo, se justifica en el avance de la biologia evolutiva del desarrollo.

5.1 Importancia del estado proteinico en el proceso morfogenético

El objetivo de este estudio fue determinar el papel del estado proteinico y sus variaciones durante
la formacion de estructuras deterministas en organismos eucariontes multicelulares, durante la
segmentacién. La implementacion computacional se escogio debido a que la matematica de la
autoorganizacion no siempre se puede resolver de manera formal (Maini y Baker, 2012).
Mientras que con métodos basados en agentes se puede abordar tanto la emergencia como la
autorreferencialidad. En este modelo, al implementar la autorreferencialidad de la division
celular, se observd la emergencia de autoorganizacion entre los agentes celulares y de formas

deterministas con s6lo afectar al estado proteinico.

Este modelo se situa en las fases iniciales de la morfogénesis, la cual se entiende como un
fendmeno que abarca diversas etapas y procesos desde un punto de vista bioldgico. De manera
interesante, los resultados del modelo se pueden interpretar como el mecanismo de la
determinacion celular, la cual especifica los linajes celulares como consecuencia de los patrones
espaciales de los sistemas en desarrollo. Lo que corresponde al plan corporal en animales y su
analogo en plantas. La diferenciacion no debe ser confundida con la determinacion. La
diferenciacion celular es un proceso posterior a la determinacién, en la cual las células de un
linaje, determinado previamente, alcanzan su maduracion, resultando en células con una funcién
especifica. Desde el punto de vista del modelo, el establecimiento de la simetria de los embriones

deberia ser complementado con esta perspectiva.

Este modelo se construy6 sustentado en evidencia empirica de la embriogénesis en
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organismos multicelulares. Las evidencias fueron: las proteinas morfogenéticas dentro de redes
de regulacién genética que, en este modelo, se componen de proteinas como G y B y las
interacciones de estas proteinas dentro de una red de regulacion genética. También, se construyo
considerando la recursividad del sistema representada en las divisiones celulares y en la
regulacion especifica de las proteinas de la red (Davidson y Erwin, 2006; A. S. Wilkins, 2014).
Ademas, la division asimétrica se consider6 como generadora de una segregacion diferencial de
las proteinas durante la segmentacion (Gilbert y Barresi, 2016; Pillitteri et al., 2016). Por dltimo,
algunos aspectos de la conceptualizacion tedrica del proceso de desarrollo planteada por
Waddington como creodos, canalizacion y homeorresis (Gare, 2017; Waddington, 1976). Se
supuso que la consecuencia de estos procesos es la regulacion y la variacion de las proteinas
durante el desarrollo embrionario (Figura 3). En este modelo las proteinas son morfogenos
capaces de marcar una direccion de divisién y sefialar la posicion de una célula nueva, lo que al

final origina una forma definida.

Este modelo contempla aspectos biolégicos y fisicos en contraparte a modelos
computacionales que se desarrollan con una perspectiva puramente fisica 0 matematica. Algunos
de estos modelos representan a las células como poligonos y los movimientos celulares se
calculan con base en sus vértices y se centran en poder entender el comportamiento celular para
la formacion de tejidos (Maini y Baker, 2012; Weliky, Minsuk, Keller, y Oster, 1991; Weliky y
Oster, 1990). Otros trabajos mencionan que la morfogénesis en animales ocurre con el
movimiento celular y con las nuevas interacciones entre las células (R. Keller et al., 2003; Oster
etal., 1983). Sin embargo, los modelos mencionados consideran otras etapas del desarrollo
embrionario como la gastrulacion y organogeénesis en general. En este modelo los movimientos
e interacciones celulares son explicadas por la variacion del estado proteinico, lo anterior podria
ser consecuencia de la concentracion de G. En este sentido, este modelo inicialmente es aplicado

a la segmentacion, pero podria ser extrapolado a otras etapas del desarrollo.

Un aspecto importante del modelo propuesto es que no se implementa como tal un
activador ni un inhibidor a diferencia de un modelo de reaccion-difusion, sino que la forma
resultante es consecuencia de las interacciones de dos proteinas y la recursividad del proceso.

Aungue el modelo de morfégenos inhibidores y activadores de Turing (Turing, 1952) se ha
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sustentado en evidencia quimica, el contexto del desarrollo embrionario carece de evidencia
certera (Maini y Baker, 2012).

Con este modelo se obtuvieron sistemas multicelulares de agentes con formas similares a
la forma de un helecho, debido a que se tomé como forma tipo. Se observaron variaciones en
cuanto al tamafio y numero de ramificaciones dependiendo del valor de la concentracién inicial
de G. Se observo que, al disminuir la concentracion inicial de G, disminuye el tamafio del sistema
multicelular. Un aspecto interesante que se observo fue que a partir de una concentracion de
G=700 el tamafio se estabiliza teniendo un crecimiento en menor proporcion cuando s6lo se

incrementa Cqo.

Se observo que, el tamafio final del agente no es dependiente de G o B, sino que
aparentemente existe una relacion definida por intervalos de valores de concentracion de Gy B.
Lo anterior, se observo al variar de manera conjunta a G y B, donde se observaron variaciones
de la forma en tamafio y numero de ramificaciones, pero propias de un rango de condiciones
iniciales de Cco y Re. Al salir de uno de estos rangos, se observo una variacién de la forma, pero
propia del intervalo en que se encuentran los valores de Ceo ¥ Rs. Esto, en la realidad bioldgica,

corresponde a la dindmica del estado proteinico.

Con los resultados del modelo se puede deducir que el mantenimiento de la forma esté en
funcién de un rango de posibles estados proteinicos. Al salir de este rango existe la posibilidad
de generar otros fenotipos. Esto concuerda con los paisajes epigenéticos propuestos por
Waddington (Baedke, 2013; Waddington, 1957) (Figura 2). Los rangos de estado proteinico son
consecuencia directa de la traduccion genética, por lo cual coinciden con un genotipo para un
conjunto de fenotipos. Es decir, los rangos de estados proteinicos son los causantes de los
fenotipos dentro del conjunto. EI mantenimiento de los rangos esta sujeto a la probabilidad ligada
a la division celular asimétrica y al estrés ambiental. En el contexto del desarrollo embrionario
la variacion de los rangos de estados proteinicos esta sometida a las restricciones del desarrollo.
De esta manera no todos los fenotipos son posibles ni son favorables para la supervivencia del

organismo.

Los creodos concilian este comportamiento, ya que cada rango corresponde a un mismo
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tipo de forma, basado en la interaccion de los genes que estarian actuando en un proceso de
desarrollo bajo determinadas condiciones. Esto sucede a pesar de que G es la proteina de
crecimiento y se podria pensar que es la que determina el tamafio final del agente. Sin embargo,
los resultados sugieren que el tamafio depende, ademas, de las restricciones fisicas como el

numero maximo de espacios para dividirse.

El modelo presentado en este trabajo concuerda con el planteamiento de nivel de
regulacion genética de kernel. Un kernel es un subcircuito de redes genéticas regulatorias
implicadas en la construccion y especificacion espacial de partes del cuerpo en el desarrollo
embrionario (Davidson y Erwin, 2006). En este modelo el kernel esta compuesto por la
interaccion de solo dos proteinas morfogenéticas. Incluso, la conceptualizacién de las proteinas
implementadas coincide con las propiedades de las proteinas descritas para el kernel. Las
propiedades son: genes que codifican para factores de transcripcion, son proteinas
morfogenéticas, solo se expresan en momentos especificos del desarrollo y su estructura de

regulacion es recursiva (Davidson y Erwin, 2006).

Un aspecto interesante fue la autosimilitud. Se observé que cuando varian Cgo ¥ Re de
manera simultdnea hay un tamafio maximo sin importar el valor de Cgo. ESto puede ser
consecuencia de la autorreferencialidad y los rangos del estado proteinico. Un ejemplo de
crecimiento descontrolado con una gran diversidad de rangos proteinicos es el cancer. En este
sentido la autorreferencialidad no forma estructuras sino parece ser un ente aislado, debido a que
no se alcanza un estado de equilibrio entre los elementos, por lo cual, no se genera un fenotipo

determinado.

Un debate emergente, de la perspectiva de este trabajo, es ¢,como podemos distinguir el
crecimiento y la morfogeénesis en la forma final del agente? es decir, ;,como podemos diferenciar
estos procesos? Un criterio podria ser que solo hay crecimiento cuando se observan lineas o
agregaciones de células sin forma definida, como se observo en algunas simulaciones (Figura 15,
D, E y F). En cambio, la morfogénesis esta presente cuando en el resultado final se observan
patrones como resultado de la autorreferencialidad (Figura 9, 10, 11 y 15 Ay B). Lo anterior,

concuerda con los resultados de los modelos basados en reaccion difusion en los que hay
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morfogénesis cuando hay formacion de patrones (Garikipati, 2017; Maini y Baker, 2012; Turing,
1952). Esto sugiere que la morfogénesis, no depende de un mecanismo de activadores e
inhibidores, sino que se debe a la accion conjunta de al menos dos proteinas morfogenéticas con:
1) estructura, para realizar una funcion especifica; 2) concentracion y 3) un gradiente
determinado. Por lo tanto, a las caracteristicas propias del estado proteinico definidas en este
trabajo. Es decir, la participacion del estado proteinico estd implicada directamente en la forma

final del agente.

Se han propuesto dos tipos principales de modelacion para la determinacion celular,
modelos de pre-patron quimicos y modelos de movimiento celular. Los primeros se basan en la
hipotesis de que se genera un pre-patron quimico espacial al que las células responden
diferenciandose segun el estado de su entorno local. Los morfogenos indican a las células su
posicién en el campo de desarrollo (Houchmandzadeh, Wieschaus, y Leibler, 2002; Maini y
Baker, 2012; Monk, 1998; Tostevin, Ten Wolde, y Howard, 2007; Wolpert, 1969). Sin embargo,
estos modelos se aplican en etapas mas avanzadas del desarrollo las cuales son posteriores a la

segmentacion y para moléculas que estan al exterior de las células.

Otros modelos en animales se enfocan en la segmentacion, gastrulacion, somitogénesis,
neurulacién y formacion de extremidades. Sin embargo, estos modelos parten de células
determinadas (Honda, Tanemura, y Nagai, 2004; R. Keller et al., 2003; R. Keller, Shih, y
Domingo, 1993; Weliky et al., 1991; Weliky y Oster, 1990). El modelo que se presenta evoca al
proceso de determinacion de grupos celulares, a partir de los cuales se genera una forma
determinada. Por lo tanto, bajo este modelo se puede especificar que la determinacion celular
corresponde al inicio de la morfogénesis, mientras que la diferenciacion celular es consecuencia
de la determinacion y corresponde a etapas avanzadas de la morfogénesis. La determinacion es
cuando una célula pluripotencial queda en una fase con potencia a varios linajes, mientras que

en la diferenciacion la potencia de las células esta dentro de un sélo linaje.

Existen trabajos de modelacion de la segmentacion animal, espacialmente explicitos, que
representan de forma similar el proceso de la segmentacion en vertebrados. Sin embargo, estos

modelos se enfocan en las fuerzas entre células y la posicion de los nuevos ejes basados en la
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posicion del aster del centrosoma, pero no mencionan la participacion de la funcion del estado
proteinico (Pierre, Sallé, Wuhr, y Minc, 2016). Por otra parte, en plantas se ha modelado la
morfogeénesis, basado en cambios genéticos y la asignacion de una regla geométrica. Los autores
sugieren la existencia de reglas geomeétricas que determinan el proceso morfogenético durante el
desarrollo temprano en plantas (Wabnik, Robert, Smith, y Friml, 2013; Yoshida et al., 2014).
Esto concuerda con lo observado en este modelo, ya que se esta recuperando el comportamiento
geométrico sin la necesidad de una asignacion de coordenadas. Ademas, se considera el efecto
de un gradiente de proteinas morfogenéticas que va disminuyendo en cada division, lo cual se

asemeja a los modelos de desarrollo de plantas.

Con este modelo se corrobora que las divisiones celulares durante la segmentacion
generan un patrén autoorganizado de estados proteinicos que resulta en el establecimiento de los

planes corporales en animales y su analogo en plantas.

5.2 Otros factores implicados en la morfogénesis

Hasta este momento la discusion se ha centrado en la importancia de la variacion del estado
proteinico. Pero, falta mencionar la importancia de otros factores que podrian estar involucrados
en la morfogénesis. Estos factores, como se menciond, son comunes a los eucariontes
multicelulares. EI primer factor que se modifico fueron las alteraciones a la estructura de la
proteina, similar a mutaciones. Se observo que, si la estructura de la proteina cambia debido a
mutaciones, entonces no hay una forma tipo definida. Al ser proteinas morfogenéticas G y B, se
observé que repercute totalmente en el desarrollo completo del organismo, ya que en algunos
casos no se genera una forma ni crecimiento. Esto concuerda con la robustez de las proteinas

morfogenéticas descritas para los kernels (Davidson y Erwin, 2006).

La ausencia del factor de anclaje inicial de la célula causa variaciones al eje principal,
ocasionando alteraciones que se alejan de la forma tipo. En el desarrollo embrionario de un
organismo podria originar deformaciones, no precisamente por fallas en el proceso
morfogenético. Mas bien afecta el crecimiento de la forma al no tener una estructura inicial, que
permita el acomodo correcto de las células. Esta observacion requiere de pruebas experimentales

ya que es un tema de debate, la participacion exacta de los factores fisicos durante la
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morfogénesis.

Se probd el efecto del nucleo celular ya que es un elemento compartido entre los
organismos eucariontes multicelulares, se implement6 como un factor que aporta
compartimentalizacion de la regulacion genética. Se observo que, sin efecto del nucleo y estrés
ambiental se origina un agregado sin un patron aparente. Mientras que, en la presencia de ndcleo,
aungue sigue estando sometido al estrés ambiental, se genera un patron definido que presenta
variaciones dentro de una forma tipo determinada, probablemente debido a la canalizacion. Esto
podria deberse a que hay menos interacciones de moléculas del medio extracelular con el DNA.
Por lo tanto, se plantea que el nicleo tiene como consecuencia aminorar el estrés ambiental sobre

la regulacion genética y de esta manera contribuir al determinismo de la forma.

Una simulacion interesante fue probar si la ausencia del nicleo y del estrés ambiental
generan una forma definida. Se observo que la interaccion de las proteinas formo una estructura
definida, lo cual sugiere que la dindmica e interacciones del estado proteinico es suficiente para

originar una forma, cuando no hay perturbaciones ambientales.

Al explorar el desarrollo de la multicelularidad se han propuesto dos tipos principales de
multicelularidad, la agregativa y la clonal. La agregativa se refiere a organismos que en una fase
de su ciclo de vida son unicelulares y en otra forman agregados multicelulares, que en algunas
ocasiones generan formas estereotipicas. La clonal hace referencia a la multicelularidad a partir
de un zigoto como en plantas y animales (Arias Del Angel, Escalante, Martinez-Castilla y
Benitez, 2017; Grosberg y Strathmann, 2007; Knoll, 2011). Este modelo hace referencia a la
multicelularidad clonal a partir de un zigoto. Lo anterior debido a que este modelo intenta
explicar la morfogénesis a causa de las divisiones celulares y como éstas varian el estado
proteinico. Por lo cual, la multicelularidad agregativa, donde no hay un Gnico genoma al ser
consecuencia de una agregacion de células no esta considerada bajo el mecanismo planteado en
este modelo, sino de otros mecanismos como plantean otros autores (Arias Del Angel et al., 2017;
Rivera-Yoshida, Arias Del Angel y Benitez, 2018; VVan Cauwelaert, Arias Del Angel, Benitez y
Azpeitia, 2015).

En este modelo no es necesaria la informacién posicional para la morfogénesis, sino el
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estado proteinico, como factor dinamico a través de las divisiones celulares durante la
segmentacion, a consecuencia de la regulacién genética y epigenética. Sin embargo, a pesar de
los resultados, es muy probable que haya otros mecanismos morfogenéticos en el desarrollo
embrionario. Cabe mencionar que el estado proteinico no es la Unica via por la cual se puede
generar morfogénesis, ya que otros modelos la generan cuando se incluye la informacion

posicional (Gaume y Torres-Padilla, 2015).

5.3 Importancia evolutiva de “pocas” proteinas en el desarrollo

Es importante recalcar que, en este modelo, las proteinas dirigen el surgimiento de la forma por
interaccionar con el vector. No obstante, no es suficiente la funcion de la proteina, ademas, se
deben considerar las condiciones intra y extracelulares que en cierta medida estan limitadas por
el ndcleo. Por lo cual, este modelo considera a la morfogénesis como un fendmeno
autoorganizado, al igual que otros autores, quienes lo mencionan en etapas tempranas del
desarrollo (Gare, 2017; Maini y Baker, 2012; Melkikh y Khrennikov, 2018).

Con este modelo in silico, se prob6 que con dos proteinas con funciones distintas pueden
dar como resultado un agente con forma determinada simple, pero con patrones definidos, que
incluso muestran autosimilaridad. Sin embargo, en la morfogénesis de un organismo actta una
variedad mas amplia de proteinas morfogenéticas. Por ejemplo, en animales las proteinas que
participan en el desarrollo embrionario conforman la caja de herramientas genética (genetic
toolkit). Estas proteinas corresponden a factores de traduccion y transduccion de sefiales. Estan
codificadas en aproximadamente un grupo de no mas de trescientos genes, que representan una
pequefia fraccion del total de nimero de genes en genomas de animales los cuales varian entre
12000 a 25000 (A. S. Wilkins, 2014). La variedad de proteinas morfogenéticas pertenece a un
grupo pequefio de familias de proteinas que regulan el desarrollo embrionario, por ejemplo, los

genes homeoticos y los genes de la familia MADS (Meyerowitz, 2002).

Una observacion a este modelo es el hecho de considerar factores externos a un programa
de desarrollo genético. Este modelo parte de proteinas, codificadas en un genoma virtual. Sin
embargo, considera que no hay herencia genética de un instructivo, sino que sélo de proteinas; y

que son sus interacciones las que participan de manera dindmica en el establecimiento de
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patrones espaciales y funcionales. En este sentido este modelo podria ampliarse al incorporar
otro tipo de interacciones en etapas del desarrollo posteriores a la segmentacion temprana. Se
pueden considerar interacciones dentro de las redes de regulacion genéticas como epistasis y
pleiotropia; interacciones y fisiologia celular que incluyen procesos de migracion, adhesion y

comunicacion celular; y, por ultimo, incluir interacciones ambientales junto con epigenética.

Finalmente, desde una perspectiva de la biologia evolutiva y con las evidencias
mencionadas, se sugiere que, con poca variedad de proteinas morfogenéticas, se puede originar
una forma determinista. Que el proceso morfogenético es universal en eucariontes y no es
necesario que tenga un ancestro en comun, sino la convergencia de proteinas que cumplan
funciones similares. Lo anterior explica el origen independiente del proceso embrionario en

distintos grupos biolédgicos, como plantas y animales.

Dicho de otra manera, la determinacion de la forma en los sistemas vivos se observa desde
las interacciones de las macromoléculas (Baker et al., 2008). Los ejemplos provienen de la
biologia del desarrollo, donde dos embriones pueden verse similares, mientras que partes de ellos,
inicialmente en la misma posicion, toman cursos espaciales muy diferentes a lo largo de la
ontogénesis. En consecuencia, los sistemas se caracterizan por su "estabilidad en su conjunto”.
Este concepto se extiende sobre los niveles jerarquicos. En un sistema, la estructura del conjunto
determina el comportamiento de las partes, no viceversa, como en una maquina (Melkikh y
Khrennikov, 2018).

Por lo tanto, la interpretacion de este modelo postula a la morfogénesis como
consecuencia de la variacion del estado proteinico dentro de rangos que determinan un conjunto
de fenotipos y establecen la determinacion celular. Esta entidad dinamica, el estado proteinico,
no requiere de muchos tipos de proteinas ya que sus interacciones son las que generan la forma
a traves de la recurrencia de ellas. Por lo cual, no es necesario que el desarrollo ocupe todo el

genoma en la determinacion de los tipos celulares que establece la morfogénesis.
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Conclusiones

En este modelo se observd que el estado proteinico es un factor que esta implicado en la
determinacion de la forma, sin necesidad de especificar las coordenadas de las células. Se
observo que el estado proteinico junto con la recursividad del sistema son aspectos que tienen un
rol importante en la morfogénesis, especificamente en el proceso de determinacion durante la
segmentacion temprana. La consecuencia del estado proteinico es determinar el fenotipo celular.
Desde una perspectiva bioldgica, se puede comparar con la determinacion. La regulacion del
estado proteinico permite la estabilidad del surgimiento de planes corporales y patrones

espaciales.

En cuanto a las caracteristicas compartidas por los eucariontes en relacién al proceso de
morfogénesis se plantea con base en el modelo que: 1) la regulacién multiniveles de la expresion
genética, en especial el nucleo, facilita la determinacion de la forma al impedir la interaccion del
genoma con el ambiente; 2) la entidad dinamica, es decir el estado proteinico, determina la
funcionalidad y direccion durante la morfogénesis, cabe mencionar que esto es consecuencia de
un sistema de dos elementos que corresponden al DNA vy a las proteinas; 3) la division celular
en funcion del estado proteinico y su regulacion, junto con la recurrencia del proceso son
suficientes para la obtencién de la informacidn necesaria para el surgimiento de la forma; 4) por
ultimo, la posicion de cada célula nueva es resultado de la interaccion de la entidad dindmica

mas las restricciones fisicas.
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Anexo

Cadigo del programa morfo.

unit UnitCel; {En esta unidad estan los procedimientos para la division celular del agente}
{$mode objfpc}{SH+}
interface

uses
Classes, SysUtils;

type
Tvector=array[1..2] of integer;//\VVectores
Tprot=array[1..2, 1..2]of integer;//Matrices, las cuales representan las proteinas
Teprot=record {Representa el estado proteinico, el cual es un registro compuesto
de dos elementos en dos campos aProt y aCons}
aProt; TProt;//tipo de proteina
aCons:integer;//concentracion de la proteina
end;
Tcel=class(Tobject)//la variable célula es del tipo clase y tiene varios campos
public
X,y,index,Bi:integer;//coordenadas de las células(x,y), nimero de célula, nimero de ramificacion
G,B1,B2: Teprot; //proteinas
viv:boolean;//indica si el agente celular esta encendido, vivo, o0 no.
repro:boolean;//indica si el agente celular ya se dividié
vec: Tvector;//vector
procedure creciendo(var cell:Tcel;var cel2:Tcel);//procedimiento de crecimiento por division celular

procedure bifurcando(var cell:Tcel;var cel2:Tcel; var cel3:Tcel; var cel4:Tcel);//procedimiento para
ramificarse

end;

[Iprocedimientos

procedure epigenesis(var vect: Tvector);//el medio afecta a la morfogénesis

procedure valoresmatriz(var cel:Tcel);//da los valores iniciales de la matriz

procedure multiplicacion(proteina: tprot; var vecti: Tvector);//multiplica la matriz por el vector
procedure vectorand(var vector:Tvector);//da los valores del vector inicial de forma azarosa
procedure normalizante(var vec: Tvector);//realiza la normalizacion del vector

procedure inival(var cel:Tcel);//da valores iniciales de las proteinas determinadas

procedure vectorinicial(var vector:Tvector);//da el vector inicial del agente celular

var
epi,ancla,nuc:boolean;//variables: medio (epi), anclaje y nlcleo
totG,totB,dismB,dismG:integer;{tot es la cantidad total de la concentracién,

dism es la regla de disminucion}
implementation

procedure valoresmatriz(var cel: Tcel);{valores matriz asigna valores iniciales a las proteinas,
a las coordenadas, a viv y bi(contador de bifurcacion)}

var
i,j,n:integer;

begin
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cel.x:=0;

cel.y:=0;

cel.viv:=false;{viv es true, cuando nace una nueva célula}
cel.repro:=false;

cel.bi:=1;{bi es el nimero de bifurcacion}

/[Para G inicio
for i:=1 to 2 do//1 filas, solo dos posiciones
begin
for j:=1 to 2 do//J columnas
begin
n:=random(2);//n toma valores entre 1 y O, la funcion random da valores menores a lo que esta entre
paréntesis
if n=1 then
cel.G.aProt[i,j]:=random(2)//hasta aqui los valores van aser 0y 1
else if n=0 then//y si no, es igual a 0
cel.G.aProt[i,j]:=random(2)*-1;//la posicion i,j va a tomar los valores de i,j; hasta aqui los valores van
aser 0y 1, pero falta -1
end;
end;
cel.G.aCons:=totG;
/IPara G final

/[Para B1 inicio
for i:=1 to 2 do//1 filas, solo dos posiciones
begin
for j:=1to 2 do//J columnas
begin
n:=random(2);//n toma valores entre 1 y 0, la funcion random da valores menores a lo que esta entre
paréntesis
if n=1 then
cel.B1.aProt[i,j]:=random(2)//hasta aqui los valores van aser 0y 1
else if n=0 then//y si no, es igual a 0
cel.B1.aProt[i,j]:=random(2)*-1; //la posicion i,j va a tomar los valores de i,j; hasta aqui los valores van
aser 0y 1, pero falta -1
end;
end;
cel.Bl.aCons:=totB;
//Para B1 final

/[Para B2 inicio
for i:=1 to 2 do//I filas,solo dos posiciones
begin
for j:=1 to 2 do//J columnas
begin
n:=random(2);//n toma valores entre 1y 0, la funcion randmo da valores menores a lo que esta entre
paréntesis
if n=1 then
cel.B2.aProt[i,j]:=random(2)//hasta aqui los valores vanaser Oy 1
else if n=0 then//y si no, es igual a 0
cel.B2.aProt[i,j]:=random(2)* -1;//la posicidn i,j va a tomar los valores de i,j; hasta aqui los valores van
aser 0y 1, pero falta -1
end;
end;
cel.B2.aCons:=totB;
//Para B2 final

end;
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procedure inival(var cel:Tcel);//valores determinados de las matrices

begin
/laqui se establece el primer estado proteinico
with cel do
begin
x:=0;//declarando las coordenadas iniciales del agente inicial
y:=0;

G.aProt[1,1]:=1;
G.aProt[1,2]:=0;
G.aProt[2,1]:=0;
G.aProt[2,2]:=1;
G.aCons:=totG; //TOT G es la cantidad total de la concentracion de G
B1l.aProt[1,1]:=0;
Bl.aProt[1,2]:=1;
Bl.aProt[2,1]:=-1;
B1l.aProt[2,2]:=0;
B1.aCons:=totB;//TOTB es la cantidad total de la concentracién de B
B2.aProt[1,1]:=0;
B2.aProt[1,2]:=1;
B2.aProt[2,1]:=1;
B2.aProt[2,2]:=0;
B2.aCons:=totB; //TOTB es la cantidad total de la concentracion de B
bi:=1;
viv:=false;
repro:=false;
end;
end;

procedure vectorand(var vector: Tvector);//Asigna valores aleatorios al vector inicial
var
i,n:integer;

begin
begin
fori:=1to 2 do
begin

n:=random(2);

if n=1 then
vector[i]:=random(2)

else if n=0 then
vector[i]:=random(2)*-1;//la posicion i,j va a tomar los valores de i,j; hasta aqui los valores van a ser 0 y

end;
end;
end;

procedure vectorinicial(var vector:Tvector);//Asigna valores determinados al vector inicial
begin
vector[1]:=1;
vector[2]:=0;
end;

procedure multiplicacion(proteina: Tprot; var vecti:Tvector);//Multiplica las matrices por los vectores
var
vecto: Tvector;
begin
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vecto[1]:=vecti[1];

vecto[2]:=vecti[2];

vecti[1]:=(proteina[1,1]*vecto[1])+(proteina[1,2]*vecto[2]);

vecti[2]:=(proteina[2,1]*vecto[1])+(proteina[2,2]*vecto[2]);
end;

/[Crecimiento
{Hace que las células se dividan y se coloquen en la posicion de las coordenadas}
procedure Tcel.creciendo(var cell:Tcel;var cel2:Tcel);

var

vtemp:Tvector;//vector temporal, para que no cambie el vector resultante despues de la multiplicacion

begin //cell es la célula madre, cel2 es la célula hija
begin
vtemp:=cell.vec;

multiplicacion(cell.G.aProt, vtemp);//crecimiento hacia adelante, matriz de G por el vector que da el vector

temporal
cel2.vec:=vtemp;
Normalizante(cel2.vec);//aqui se normaliza el vector de la célula hija
Normalizante(vtemp);

/lasignacion de coordenadas de la célula hija dependiente del valor del vector inicio
if Cel2.vec[1]>0 then
begin
Cel2.x:=Cell.x+vtemp[1]+5;
Cel2.y:=Cell.y+vtemp[2];
end;

if Cel2.vec[1]<0 then
begin
Cel2.x:=Cell.x+vtemp[1]-5;
Cel2.y:=Cell.y+vtemp[2];
end;

if Cel2.vec[2]>0 then
begin
Cel2.x:=Cell.x+vtempl[1];
Cel2.y:=Cell.y+vtemp[2]+5;
end;

if Cel2.vec[2]<0 then
begin
Cel2.x:=Cell.x+vtempl[1];
Cel2.y:=Cell.y+vtemp[2]-5;
end;
end;
/lasignacion de coordenadas de la célula hija dependiente del valor del vector final

/lasignacion del estado proteinico de la célula hija inicio
Cel2.Bi:=Cell.Bi;
Cel2.G.aProt:=Cell.G.aProt;//G
Cel2.G.aCons:=Cel1.G.aCons-1;
Cel2.B1.aProt:=Cel1.B1.aProt;//B1
Cel2.B1.aCons:=Cel1.B1.aCons-(trunc(TotB*((dismB*cel1.Bi)/100)));
Cel2.B2.aProt:=Cel1.B2.aProt;//B2
Cel2.B2.aCons:=Cel1.B2.aCons-(trunc(TotB*((dismB*cel1.Bi)/100)));
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/lasignacion de la variacion del estado proteinico de la célula hija final
end;

/IBiburfacion
{realiza la multiplicacion de la matriz de B por el vector y asigna las cordenadas de las células nuevas}
procedure Tcel.bifurcando(var cell:Tcel; var cel2:Tcel; var cel3:Tcel; var cel4:Tcel);

var
vtemp:Tvector;//vector temporal,para que no cambie el vector resultante de la normalizacion
ajus:integer;//ajus hace que la concentracion de B sea menor despues de cada bifurcacion

begin
ajus:=Cell1.Bi mod 2;

/linicio celula lateral 1
vtemp:=cell.vec;
multiplicacion(cel1.B2.aProt, vtemp);//aqui se bifurca
cel2.vec:=vtemp;
Normalizante(cel2.vec);
Normalizante(vtemp);

/linicio valores de coordenadas dependientes de la direccion del vector
if Cel2.vec[1]>0 then
begin
Cel2.x:=Cell.x+vtemp[1]+5;
Cel2.y:=Cell.y+vtemp[2];
end;

if Cel2.vec[1]<O0 then
begin
Cel2.x:=Cell.x+vtemp[1]-5;
Cel2.y:=Cell.y+vtemp[2];
end;

if Cel2.vec[2]>0 then
begin
Cel2.x:=Cell.x+vtemp[1];
Cel2.y:=Cell.y+vtemp[2]+5;
end;

if Cel2.vec[2]<0 then
begin
Cel2.x:=Cell.x+vtempl[1];
Cel2.y:=Cell.y+vtemp[2]-5;
end,
/ffinal valores de coordenadas dependientes de la direccion del vector

Cel2.Bi:=Cell1.Bi+1;//contador de bifurcacién
Cel2.G.aProt:=Cel1.G.aProt;
Cel2.G.aCons:=trunc(Cel1.G.aCons/4);//valores de concentracion de G

/ffinal celula lateral 1

/linicio celula lateral 2
vtemp:=cell.vec;
multiplicacion(cel1.B1.aProt, vtemp);
if ajus=0 then
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begin
vtemp[1]:=vtemp[1]*-1;
vtemp[2]:=vtemp[2]*-1;
end;
cel3.vec:=vtemp;
Normalizante(cel3.vec);
Normalizante(vtemp);

/linicio valores de coordenadas dependientes de la direccion del vector
if Cel3.vec[1]>0 then
begin
Cel3.x:=Cell.x+vtemp[1]+5;//+Cell.x;
Cel3.y:=Cell.y+vtemp[2];//+Cell.y;
end;

if Cel3.vec[1]<0 then
begin
Cel3.x:=Cell.x+vtemp[1]-5;//+Cell.x;
Cel3.y:=Cell.y+vtemp[2];//+Cell.y;
end;

if Cel3.vec[2]>0 then
begin
Cel3.x:=Cell.x+vtemp[1];//+Cell.x;
Cel3.y:=Cell.y+vtemp[2]+5;//+Cell.y;
end;

if Cel3.vec[2]<O0 then
begin
Cel3.x:=Cell.x+vtemp[1];//+Cell.x;
Cel3.y:=Cell.y+vtemp[2]-5;//+Cell.y;
end;
[[final valores de coordenadas dependientes de la direccién del vector

cel3.Bi:=Cell.Bi+1;//contador de bifurcacion
Cel3.G.aProt:=Cel1.G.aProt;
Cel3.G.aCons:=trunc(Cell1.G.aCons/4);//valores de concentracion de G

/lfinal celula lateral 2

/linicio celula frente
vtemp:=cell.vec;
multiplicacion(cell.G.aProt, vtemp);//aqui sigue creciendo hacia adelante
celd.vec:=vtemp;
Normalizante(cel4.vec);
Normalizante(vtemp);

/linicio valores de coordenadas dependientes de la direccion del vector
if Cel4.vec[1]>0 then
begin
Cel4.x:=Cell.x+vtemp[1]+5;
Celd.y:=Cell.y+vtemp[2];
end;

if Celd.vec[1]<0 then
begin
Cel4.x:=Cell.x+vtemp[1]-5;
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Celd.y:=Cell.y+vtemp[2];
end;

if Celd.vec[2]>0 then
begin
Cel4.x:=Cell.x+vtemp[1];
Cel4.y:=Cell.y+vtemp[2]+5;
end;

if Celd.vec[2]<0 then
begin
Cel4.x:=Cell.x+vtempl[1];
Celd.y:=Cell.y+vtemp[2]-5;
end;
/[final valores de coordenadas dependientes de la direccidn del vector

/ffinal celula frente

/lasignacion de la variacion del estado proteinico de la célula hija
Cel4.Bi:=Cell.Bi;

Cel4.G.aProt:=Cel1.G.aProt;//G
Cel4.G.aCons:=trunc(Cel1.G.aCons/2);
Cel4.B1.aProt:=Cell.B1.aProt;//B1
Cel4.B1.aCons:=Cel1.B1.aCons-(trunc(TotB*((dismB)/100)));
Cel4.B2.aProt:=Cel1.B2.aProt;//B2
Cel4.B2.aCons:=Cel1.B2.aCons-(trunc(TotB*((dismB)/100)));

end;
procedure epigenesis(var vect: Tvector);//Afecta el fenotipo resultado de la morfogénesis al alterar el valor del vector

var
e:real;
begin
e:=Random();
If e>0.5 then
vectorand(vect);

end;

procedure normalizante(var vec:Tvector);
{Funcion de normalizacion: u=(x,y)/(x"2+y"2)"1/2}
var
vtemp:Tvector;
raiz:real;

begin
vtemp[1]:=vec[1];//este es X
vtemp[2]:=vec[2];//este es y

raiz:=Abs(sqrt(sqr(vtemp[1])+(sgr(vtemp[2]))));
If raiz=0 then
raiz:=1;

/IAqui se asignan los valores del vector unidad
vec[1]:=trunc(vtemp[1]/raiz); //X
vec[2]:=trunc(vtemp[2]/raiz); /Iy
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end;

end.

unit unitmain;
{$mode objfpc}{$H+}
interface

uses
Classes, SysUtils, FileUtil, Forms, Controls, Graphics, Dialogs, ExtCitrls,
StdCtrls, Spin, UnitCel;

type

{ TForm1 }

TForm1 = class(TForm)
Celulas: TLabeledEdit;
Ramificaciones: TLabeledEdit;
nucleo: TCheckBox;
epigen: TCheckBox;
anclaje: TCheckBox;
inicio: TButton;
Label8: TLabel;
reinicio: TButton;
helecho: TCheckBox;
CheckGroupl: TCheckGroup;
Labell: TLabel;
Label2: TLabel;
Label4: TLabel;
Label5: TLabel;
Label6: TLabel;
Label7: TLabel;
Panell: TPanel;
Gcons: TSpinEdit;
Bcons: TSpinEdit;
regulacion: TCheckGroup;
disB: TSpinEdit;
disG: TSpinEdit;
Tmorfo: TPaintBox;
grprot: TPaintBox;
procedure anclajeChange(Sender: TObject);
procedure disBChange(Sender: TObject);
procedure disGChange(Sender: TObject);
procedure epigenChange(Sender: TObject);
procedure FormCreate(Sender: TObject);
procedure GeonsChange(Sender: TObject);
procedure BconsChange(Sender: TObject);
procedure helechoChange(Sender: TObject);
procedure inicioClick(Sender: TObject);
procedure nucleoChange(Sender: TObject);
procedure reinicioClick(Sender: TObject);

private
{ private declarations }
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public
{ public declarations }
end;

const
wP=352; {constante del tamafio del lienzo de proteinas}
hP=241;
wA=488; {constantes del tamafio del lienzo de agentes}
hA=6009;
Max=10003;
yco0=244;
Xc00=50;
tamcel=5;

var
Forml: TFormi,
organismo:array[1..Max] of Tcel,
helechos:boolean;

implementation
{$R *.Ifm}
{TForm1}

procedure TForm1.anclajeChange(Sender: TObject);
begin
if anclaje.Checked then ancla:=true
else ancla:=false;
end;

procedure TForm1.disBChange(Sender: TObject);
begin
dismB:=disB.Value;
end;

procedure TForm1.disGChange(Sender: TObject);
begin
dismG:=disG.Value;
end;

procedure TForm1.epigenChange(Sender: TObject);
begin
if epigen.Checked then epi:=true
else epi:=false;
end;

procedure TForm1.FormCreate(Sender: TObject);
begin
totG:=Gcons.Value;
totB:=Bcons.Value;
dismB:=disB.Value;
dismG:=disG.Value;

if nucleo.Checked then nuc:=true
else nuc:=false;

if epigen.Checked then epi:=true
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else epi:=false;

if anclaje.Checked then ancla:=true
else ancla:=false;

if helecho.Checked then helechos:=true
else helechos:=false;

end;

procedure TForm1.GconsChange(Sender: TObject);
begin
totG:=Gcons.Value;
end;

procedure TForm1.BconsChange(Sender:Tobject);
begin
totB:=Bcons.Value;
end;

procedure TForm1.helechoChange(Sender: TObject);
begin
if helecho.Checked then helechos:=true
else helechos:=false;
end;

procedure TForml.inicioClick(Sender: TObject);
var
ij,k,I,m,
bx,by,gx,gy,
cc,criinteger;
n:real;
sig:boolean;

begin
randomize;
sig:=True;

/IAqui se asigna la memoria, para todos los objetos célula
for i:=1 to Max do
begin
organismoli]:=Tcel.create;//son las células que se van a poner en cada division
end;

/IDa valores a todo
for i:=1 to Max do
begin
organismo[i].x:=0;
organismoli].y:=0;
end;

/[Asignacion del valor de la primera célula
for i:=1 to Max do
begin
If helechos=true then
inival(organismoli])
else valoresmatriz(organismoli]);
end;
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If ancla=true then
begin
vectorinicial(organismo[1].vec);
end;

If ancla=false then
begin
vectorand(organismo[1].vec);
end;

/lInicio morfogénesis

organismo[1].viv:=true;
Tmorfo.canvas.Brush.Style:=bsSolid;
Tmorfo.Canvas.Brush.Color:=$00FF00;

Tmorfo.Canvas.Rectangle((organismo[1].y)+ycoo,(organismo[1].x)+xcoo,(organismo[1].y+tamcel)+ycoo,(organismo[1].x+

11G

gx:=trunc(1*(wp)/totg);//esto es para ajustar el valor de x
gy:=trunc(organismo[1].G.aCons*(hp/totg));// este para y
grprot.Canvas.Pixels[gx,gy]:=clblue;//lo que se pinta en el lienzo y donde

//B

bx:=trunc(1*(wp)/totg);
by:=trunc(organismo[1].B1.aCons*(hp/totg));
grprot.Canvas.Pixels[bx,by]:=clred;

cc:=0;//contador de células
cr:=0;//contador de ramificaciones

repeat
Application.ProcessMessages;

For I:=1 to Max-3 do
begin
If (organismo([l].repro=false) and (organismo[l].Bi<=3) and (organismo[l].G.aCons>0) then
begin
{Si la epigenesis es verdadera quiere decir que los valores del vector se aletorizan.
Pero si hay nucleo la probabilidad de la epigénesis es 0.01. Si no hay ndcleo
siempre se ve afectado por la epigénesis}
if epi=true then
begin
if nuc=true then {el valor del nicleo}
begin
n:=random(); {valor aleatorio entre 0y 1}
if n<0.005 then
epigenesis(organismo[l].vec);
end;
if nuc=false then
begin
epigenesis(organismo[l].vec);
end;
end;

/linicio Crecimiento en el mismo eje
If organismo[l].B1.aCons>0 then
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begin
for i:=1 to Max do//célula hija k
begin
If organismoli].viv=false then
begin
k:=i;
organismolk].viv:=true;
break;
end;
end;

organismo[l].creciendo(organismo[l],organismo[k]);
organismo[l].repro:=true;
Tmorfo.canvas.Brush.Style:=bsSolid;
Tmorfo.Canvas.Brush.Color:=$005500;

Tmorfo.Canvas.Rectangle((organismol[k].y)+ycoo,(organismo[k].x)+xcoo,(organismo[k].y+tamcel)+ycoo, (organismo[k].x+
tamcel)+xco0);
G
gx:=trunc(k*(wp)/totg); //esto es para ajustar el valor de x
gy:=trunc(organismol[k].G.aCons*(hp/totg));// este para 'y
grprot.Canvas.Pixels[gx,gy]:=clblue; //lo que se pinta y donde
cc+=1;
/1IB
bx:=trunc(k*(wp)/totg);
by:=trunc(organismo[k].B1.aCons*(hp/totg));
grprot.Canvas.Pixels[bx,by]:=clred;

write(organismof[l].x,',',organismof[l].y,"..");
break;
end;
/[Final Crecimiento en el mismo eje

/linicio Bifurcando
If organismo[l].B1.aCons<=0 then
begin
For i:=1 to Max do//célula hija k
begin
If organismo[i].viv=false then
begin
k:=i;
organismol[k].viv:=true;
break;
end;
end;

For i:=1 to Max do//célula hija j
begin
If organismoli].viv=false then
begin
j=is
organismolj].viv:=true;
break;
end;
end;

For i:=1 to Max do//célula hija m
begin
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If organismoli].viv=false then
begin
m:=i;
organismo[m].viv:=true;
break;
end,
end;

organismo[l].bifurcando(organismol[l],organismo[k],organismo[m],organismo[j]);
organismo[l].repro:=true;
organismo[k].B1.aCons:=TotB-trunc(TotB*(organismo[k].Bi/100));
organismol[k].B2.aCons:=TotB-trunc(TotB*(organismo[Kk].Bi/100));
organismo[m].B1.aCons:=TotB-trunc(TotB*(organismo[m].Bi/100));
organismo[m].B2.aCons:=TotB-trunc(TotB*(organismo[m].Bi/100));
organismo[j].B1.aCons:=TotB-trunc(TotB*(organismo[j].Bi/100));
organismo[j].B2.aCons:=TotB-trunc(TotB*(organismo[j].Bi/100));
Tmorfo.canvas.Brush.Style:=bsSolid;

Tmorfo.Canvas.Brush.Color:=$00FF00;

Tmorfo.Canvas.Rectangle((organismol[k].y)+ycoo,(organismo[k].x)+xcoo,(organismo[k].y+5)+ycoo,(organismo[k].x+tamc
el)+xcoo);{cada célula con su color}

Tmorfo.Canvas.Rectangle((organismo[m].y)+ycoo,(organismo[m].x)+xcoo,(organismo[m].y+5)+ycoo,(organismo[m].x+ta
mcel)+xco0);

Tmorfo.Canvas.Rectangle((organismo[j].y)+ycoo,(organismol[j].x)+xcoo,(organismo[j].y+5)+ycoo,(organismo[j].x+tamcel)
+XC00);

/G de k

gx:=trunc(k*(wp)/totg);//esto es para ajustar el valor de x
gy:=trunc(organismo[k].G.aCons*(hp/totg));// este para 'y
grprot.Canvas.Pixels[gx,gy]:=clblue;//lo que se pinta y donde
cc+=1,;

/B de k

bx:=trunc(k*(wp)/totg);
by:=trunc(organismo[k].B1.aCons*(hp/totg));
grprot.Canvas.Pixels[bx,by]:=clred,;

//G dem

gx:=trunc(m*(wp)/totg);//esto es para ajustar el valor de x
gy:=trunc(organismo[m].G.aCons*(hp/totg));// este paray
grprot.Canvas.Pixels[gx,gy]:=clblue; //lo que se pinta'y donde
cc+=1;

//B de m

bx:=trunc(m*(wp)/totg);
by:=trunc(organismo[m].B1.aCons*(hp/totg));
grprot.Canvas.Pixels[bx,by]:=clred;

1IG dej

gx:=trunc(j*(wp)/totg);//esto es para ajustar el valor de x
gy:=trunc(organismo[j].G.aCons*(hp/totg));// este para 'y
grprot.Canvas.Pixels[gx,gy]:=clblue; //lo que se pinta'y donde
cc+=1,;

/B de j
bx:=trunc(j*(wp)/totg);
by:=trunc(organismo[j].B1.aCons*(hp/totg));
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grprot.Canvas.Pixels[bx,by]:=clred;

[lfinal Bifurcando
cr+=1,
break;

end;
end;
end;

celulas. Text:=InttoStr(cc);
ramificaciones. Text:=InttoStr(cr);

For i:=1to Max do
begin
If (organismo[i].viv=True) and
(organismo[i].repro=False) and
(organismo[i].G.aCons>0) then
begin
sig:=True;
break;
end;
sig:=false;
end;

until sig=False;
/ffinal morfogeénesis
end;

procedure TForm1.nucleoChange(Sender: TObject);
begin
if nucleo.Checked then nuc:=true
else nuc:=false;
end;

procedure TForm1.reinicioClick(Sender: TObject);
var
i:integer;
begin
For i:=1 to Max do
begin
Organismoli].Free;
end;
end;

end.
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