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1 Introduccion

1.1 PLANTEAMIENTO DEL TEMA.

En el umbral del siglo XXI {a gran cantidad de informacién generada por investigacionss diversas
representa una oporunidad de integracion conceptual en 4reas como la inmunologia,
neurociencias, materiales inteligentes, ofc. Pero particularmente esta integracién es una
necesidad en areas como la biologia molecular y la computacién, las cuales tisnen un crecimiento
muy importante, Esto se hace evidente con los sonados resultades de proyecios como el del
*genoma humano® (Human Genome Project) y la explosion en la dependencia de fas
computadoras para casi todas las dreas del que hacer humano.

£l impresionante desanrollo de la biologia molecular tiene su origen en avances tecnoldgicos
como la utilizacion de la técnica PCR (pelymerase chain reaction), los nuevos secuenciadores
genéticos y tecnclogias como los microarreglos para lectura de la expresién genética a'gran
escala (‘wicroarrays”). En si mismos, estos avances tecnologicos no representan casi ningtn
avanca conceptual para esta 4rea, sin embargo generan una gran cantidad de informacion en un
lapso de tiempe hasla hace poco impensable. De forma tal, para analizar e intagrar toda esta
informacién a una estructura conceptual mds amplia, ha surgido la necesidad de auxiliarse de
herramientas Informaticas especializadas, capaces de manejar grandes cantidades de datos en
corto tiempo, flexibles, modulares, expansibles y perfeccionables.

Més ain, la modelacién computacional y no soko et analisis de estos volimenes de informacion de
los procesos de la biclogia molecular, se sitiia en esta coyuniura de la Biologia, como un 4rea
estratégica. Cases particularmente promiscrios son la simulacién de fa comunicacién inter e
intracelular y la regulacion de la expresion genética, dade que estos procesos al nivel de un

organismo multicelular, pueden verse como el procesamiento de informacién necesario para



coordinar sus funciones superiores. Analogamente, se prestan al estudio a través de modelos
informaticos, las patologias que se desprenden de los procesos bioquimicos mencionados y a

mediano plazo, el sugerir posibles terapias.

E! presente trabajo se circunscribe al tiempa de cofaboracion en Instituto de Quimica de la UNAM
con un proyecto tedrico llamado GENIA, enfocado al estudio y analisis tedrico, de patologias de
origen genético como el cancer y enfermedades propias del envejecimiento. Particularmente este
sstudio se enfoca al denominado modulo de redes proteicas, cuyo objetivo es la simulacion de las
“rutas bioquimicas* relacionadas con el proceso conocide como transduccién de sefiales
celulares.

Si bien se conocia la importancia del proceso de la transduccién de sefiales intraceluléres. en los
(ltimos afics a cobrado gran auge su estudio ya que hasta ahora existen las metodologias
experimentales que permiten a laboratorios al rededor del mundo amcjar basta informacién sobre
el tema. Gracias a estos trabajos que han contribuido en el esclarecimiento de cada uno de los
mdltiples elementos que lo companen y sus diferentes caracteristicas y niveles a los que estos
actian, es que se ha vislumbrade un sistema altamente complejo que en ocasiones arrcja
informacién aparentemente contradictoria. Por fo tanto se ha hecho patents la necesidad de
integrar la informacion disponible, para que puedan emerger caracteristicas generales si es que
eslas existen, o por lo menos se traiga a la luz nuevas foermas de inquirir acerca de aquelios
espacios vacios que sobre el sistema existen,

Para que un arganismo superior multicelular, pueda mantener su integridad y comportarse como
una entidad viva, es necesario que todas sus células se coordinen para desempefiar todas las
funciones que sean requeridas por ese todo, de esta forma se deben coordinar a partir de las
primeras divisiones celulares posteriores a la concepcion de dicho organisme, para llevar a cavo
su proliferacion, diferenciacién, migracién, maduracion, especializacién etc!. Todos estos
procesos requieren de una comunicacién muy extensa entre todas las células, la cual debe

llevarse a cabo de una forma coherente y muy precisa, tanto en tiempo como en espacio.



Todo esto es posible gracias al procesamiento individual que realiza cada célula de acuerdo con
su tipo celular, su ubicacién, sus estadios tanto de su desarrollo particular como del tgjido u
organc al que pertenece asi como un gran nimero de otros factores contextuales. Ese
procesamiento intemo que realiza cada célula, generalmente, desde que recibe una sefial externa
via receptores hasta que ésia llega a su nicleo, donde tendrd lugar la elaboracidn de la
respuesta fenotipica a dicha sefal, es a lo que se ha llamado el proceso de transduccién de
sefiales.

Actualmente, el sistema de la transduccidn de sefiales celulares lo intentan abordar diferentes
grupos de bioinforméticos alrededor del mundo?.15202122232531,33,344247525458, ya que resulta
atractiva la analogia del procesamiento de la informacién que realiza cada célula y las unidades
de procesarniento en las ciencias de [a computacion, sin que hasta la fecha exista consenso de la
metodologia capaz de abordar dicho sistema complejo que realizan las células. Por lo que
resultaria Util el sugerir lineamientos para el modelaje que se busca en esta area de estudio de
bioinformaticos. Y que en un futuro sus desamollos permitiesen realizar simulaciones confiables
de este proceso, tat que se pudiesen hacer ensayos "in sifico”

Asi, ests tipo de proyectos se podran utilizar con un gran numero de aplicacionas, como podria
ser el reducir ios altos costos y largos tiempos necesarios por los laboratorios experimentales
para realizar y probar el disefio de nuevos lammacos. Esto (ltimo es uno de los objetivos de

realizar la Biologia Molecular In Silico

1.2 OBJETIVOS.

Lograr conceptualizar las bases bioquimicas de que depende el sistema de Ja Transduccion de
Seiiales Celulares. Analizar las prestaciones y fimitaciones de las diferentes herramientas con que
cuenta la bicinformatica actual. Proponer una sintesis con el minimo de pardmetros que sean
capaces de capturar el sislema bioguimico, asl como la eleccién de una metodologia adecuada
para implementar un modelo ledrico del sistema de transduccion de senales celulares.



1.3 ENFOQUE.

Como ya se menciond, existen diversos grupos de investigacion alrededor del mundo tratando de
abordar el sistema de transducciones de sefiales celulares desde el punto de vista de la
bicinformética. Sin embargo dichos grupos estan integrados mayoritariamente por invesligadores
del &rea de las ciencias de la computacion mas que por bioquimicos. Esto probablemente se deba
a que el sistama de estudic es muy amplic y con alta complejidad, y tradicionalmente 1a
bioquimica y sus modelos tedricos han buscado descomponer estos sistemas en fendmenos
Fneales, ya qua no existian las herramientas teéricas para estudiarlos en forma integral.

En base a los desarrollos y planteamientos en la biologia de los afios cuarenta, han surgido
muchas aportaciones a la ciencia de la computacién provenientes del anélisis de fos sistemas
bioldgicos, (los trabajos de Alan Turing y Von Newman) como e desamolle de las llamadas redes
neuronales, los algoritmos genéticos, los autématas celulares, las redes de “Petri”, etc. Asi, por
razones historicas son investigadores de las ciencias de la computacién los que se han dado a la
tarea de iratar abordar e intagrar estos sisternas de alta complejidad.

Sin embargo, en el presente trabajo se busca tener un enfoque bioquimico en el analisis y
planteamiento de ambos paradigmas, tanto el biolégico como e! computacional, ya gue se
considert la probabilidad, de que se haya venido incurriendo en perdida de informacién y
complejidad al buscar modelar los sistemas bioldgicos originales con sobre simplificaciones de los
sistemas biologicas onginales, como se discutird mas adelante.






2 Informacién general.

2.1 .EL PROBLEMA BIOQUIMICO

2.1.1 ORIGEN Y EVOLUCION DE LA TRANSDUCCION DE SENALES.

Los primeros organismos unicelulares con la organizacion equivalente a una bacteria aparecieron sobre la
tierra 3.5 billones de afios alrds y solo despuds de 2.5 billones de afios de evolucidn aparecieron los
primeros organismos multicetulares!, Existen intentos por explicar este largo periodo, pero se desconoce la
trayectoria que siguid el proceso evolutivo. Sin embargo existen requerimientos generales, como la
necesidad de desamollar mecanismos de comunicacién para un grupo de células, indispensable para

coordinar funclones y generar un organismo multicelular.

Las primeras células debieron tener intercambio de materia y energia con su entorno {termodinémicamente,
sistemas abiertos) y es ldgico suponer que este intercambio les significara mantenimignto, crecimiento y
pesibilidades de prefiferacién. L.a materia y energia que regresaban al entomo podrian ser vistas como
material de desecho y energia que inevitablemente se disipaba. Sin embargo, en algun punto de la
evolucién este intercambio adquind mayor complejidad, cuando esos sistemas unicelulares primitivos
obtuvieron beneficios por la secrecidn de moléculas hacia su entomo. Un ejemplo de esia retroalimentacion
positiva se presenta actualmente en micro-ecosisternas de bacterias {unicelulares), donde algunas secretan
meléculas (microcinas) a su entomo para limitar el crecimiento de otras especies y de esta forma aventajar

en la compstencia por los recursos del madio!.

Otra evidencia de comunicacién entre especies unicelulares la encontramos en las levaduras

Saccharomyces cervissiae, eucariotes actuales muy similares a los existentes millones de afios atrés!. En



este caso, cada célula lleva una vida independiente, pero cuando alguna alcanza cierto desarrollo, emite un
mensaje para inducir un apareamiento sexual. Esto es, secreta un péptido denominado factor de
apareamiento, que tiens como blanco ofra levadura, pero que tenga un carécter opuesto respecto del
apareamiento. De tal forma, cuande se da la unidn ligando receptor, la célula aceptora detiene su
proliferacién asexual, procesa esta informacidn y se prepara para la conjugacion, (fenémeno previo a la

reproduccion donde se realiza intercambio genético entre ambas células).

Presumiblemente?, sistemas anélogos de transduccién de sefiales evolucionaron al punto de proveerle a
una comunidad de células ciertas ventajas, dando paso a los crganismos mulficelulares. Estas ventajas
comunitarias han repercutido en células fenotipicamente mds simples debido a especializacion. Sin
embargo los sistemas de transduccion de sefiales se han transmitido integros en el genotipo de todas las
células de los organismos multicelulares y por razones evolutivas, presentan similitudes estructurales y

funcionales tanto para una especie, como enire organismos de especies diterentes.

2.1.2 NATURALEZA DE LA TRANSDUCCION DE LAS SENALES.

Las células en animales superiores se comunican utilizando cientost742 de tipos de sefales bioquimicas,

Proleinas, hormonas, derivados de Acidos grasos, e incluso gases en solucidn como &l oxido nitrico y

monéxido de carbono e incluso iones como Ca2+, Mg2+. Las cuales contienen gran cantidad de
informacion codificada en su estructura tridimensional y su distribucién topolégica electrostatica?8352, La
mayorfa de estas moléculas sen secretadas desde la célula emisora via exocitosis, y pueden actuar como
mediadores locales (sefiales paraciinas, autécrinas y de sinapsis) o actuar a distancia utilizando el sistema

circulatorio, en este caso las células emisoras se llaman endocrinas, y las moléculas secretadas hormonas.



Estas sefiales pueden actuar en muchos millones de combinaciones posibles’#4, Y una célula dada en un
organismo multicelular, debe responder a esta gigantesca cantidad de estimulos en forma selectiva, primero
de acuerdo con el conjunto de receptores que posee {generalmente proteinas membranales) a través de los
cuales es capaz de detectar a un sub conjunto de todas ias sefiales incidentes. Y en segundo lugar de
acuerdo con la maquinaria infracelufar que posee y que la programa para integrar @ interpretar la
infermacién que recibe de su entorno, respondiendo a un conjunte de sefiales diferenciandose, a otro
conjunto proliferando y a otre llevando a cabo una serie de funcionas especificas, como la secrecidn de

algin metabolito.

En los animales superiores, la mayoria de las células estan programadas para depender de un conjunto
particular de sefiales para su sobrevivencia®. Esto es, cada grupo de células que conforman un tejido estan
restringidas a ciertos “ambientes” dentro del organismo superior, donde deben recibir diferentes sefiates
para su supervivencia y cuando alguna(s) células son privadas de ese conjunto de sefiales, activan un

programa suicida llamade muere celular programada o apoptosis, para evitar mayores dafios en el

organismo superior.

Tanto a nivel de sefiales (ligandos} y receptores como al de los elementos que componen la maguinaria
interna de procesamiento, (generalments protsin cinasas) las posibilidades de interaccion estdn dictadas
por la naturaleza fisicoquimica de eslos componentes. Debe existir complementariedad estructural entre las
superficies de contacto para poderse accplar, asi como complementariedad electrostitica. Ambas
complementariedades repercuten en la afinidad y especificlidad de la interaccion22735, Evolutivamente, se
han preferenciado aquellas interacciones que tienden a proveer de ventajas al organismo mﬁlticelular,

interacciones qua por sus consecuencias se les llama especificassHs,



Asi mismo, algunas moléculas pueden formar estructuras multimeleculares especializadas¥4%, que estan
“disefiadas” para intervenir en el proceso de la transduccidn de sefiales, como lo serian las proteinas
receptoras transmembranales y sus ligandos. O bien el conjunto de holoenzima, apeenzima, colactor, grupo
prostético, complejo requerido para la aclivacién de una enzima. Y en general todos los complejos multi-
moleculares que *adquieren” propiedades nuevas, come la aditividad 385354 que representa la creacion de
alguna nueva superficie de contacto que permite interactuar con un tercer elemento, el cual no es capaz de

interaccionar con ninguno de los dos componentes iniciales por separado.

En realidad el sistema de transduccidn de sefiales tiene muchisimos grados de libertad. Cabria imaginar
las innumerables posibilidades de dinamica intra molecular {cambios conformacionales proteicos,
transposiciones elecirénicas etc.) e inter molecular (formacién de complejos multiproteicos por ejemplo)
para todas las moléculas. Sin embargo, la transferencia de informacién se realiza preferencialmente a
través de alteraciones quimicas coma la fosforilacién de residuos de aminoacidos expuestos en a superficie
de las proteinas®31. Estas fosforilaciones incrementan la complementariedad tanto topolbéica como
electrostatica de las superficies de interaccién entre dos proteinas. Analiticamente, se incrementa fa
afinidad entre estos elementos de! sistema de transduccién de sefiales. Lo que en Ultima instancia lleva a la

activacion de las proteinas involucradas en la transmision y procesamiento de la sefial que generalmente

son enzimas alostéricas.

Adicionalmente existen restricciones que contieren espacificidad al sistema de fransduccion de sefiales. Por
ejemplo, para que una colisién entre dos enzimas sea productiva se debe cumplir en el espacio - tiempo,
con cierta orientacitn y velocidad al momento de la misma.#1! De echo, para explicar las velocidades de

reaccion, se ha propuesto® que a través de las fosferilaciones se presenta una induccidn para la corracta



orientacidn entre proleinas interactuantes, con lo cual se incrementa la eficiencia de las colisiones. Por io
que enira en juego un balance probabilistice, funcidn de concentraciones, radios moleculares, induccion de
orientacién, coeficientes de difusion etc. que finalmente dictan la complejisisma cinética dei sistema de

transduccién de seiiales celulares.

Recapitulando, de la breve visidn evolutiva y de lo antericr, se desprenden caracteristicas esenciales de ios
sistemas de transduccibn de sefiales. Existe una sefial que conlleva un mensaje a través de un cddigo
fisicoquimico. Esto implica debe existir un receplor para la senal en las células blanco y un sistemsa para
interpretar y procesar tanto el mensaje codificado que contiens 1a safial, como para monitorear e integrar el

estado actuaf de |a célula para elaborar una respuesta adecuada al mensaje racibido.

Asi mismo, se puede ver y asociar ia naturaleza del sistema de transduccién de sefiales celulares, como
una serie de procesos estocsticos (mediados por difusion) de reconocimiento (complementariedad),
interaccién {formacién de complejos) v transformacion (fosforilaciones) de las  moléculas (sefales)
involucradas, [as cuales contienen y transmiten gran cantidad de informacion {mensaje) en su estuctura
tridimensional y topologia electrostatica (cédige). Y estan acoplades de tal forma, que globalmente se
obtiene una gran precision. Por lo tanto, ahora procede describir los modelos bioguimicos que, en forma

general se propone, describen los sistemas celulares para recibir y procesar informacion bicquimica.

2.1.3 MODELOS GENERALES DE LA TRANSDUCCION DE SENA! ES,

Lejos de pretender presentar toda la informacidn existente sobre Ios sistemas de transduccidn de sefiales

celulares, se presentaran brevemente los modelos bioquimicos generales que permitan comprender la
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conceptualizacién antsrior y los andlisis posteriores. En el caso de sefiales solubles en medio acuoso, el
punto inicial de! sistema de la transduccion de sefiales son los receptores a nivel de la membrana celular.
En estos casos, se han propuesto! 1732 dos modelos generales del sistema de la transduccién de sefales;

uno de proteinas G ligadas a los receptores y otro de enzimas ligadas a los receptores.

2.1.3.1 PROTEINAS G LIGADAS A RECEPTORES

En el modelo de las proteinas G ligadas a los receptores, una molécula extracelular o figando, se une a un
receptor qua se encuentra embebido en la membrana celular. Generalmente estos receptores pertenecen a
los llamados serpentinas de siete pasos transmembranales, ya que estructuralmente son una cadena
polipeptidica que atraviesa la membrana celular en siete ccasiones, por lo que exhiben asas intracelulares y
extracelulares. Es en estas asas extracelulares que se lfeva a cabo Ia unién con ef ligando, lo cual provoca
una serie de cambios conformacionales que le permiten interaccionar con una protelna intermediaria ¢

transductora llamada proteina G, a través de su region intracelular.

Esta proteina G consiste de tres subunidades; o.B,y v se encuentra conslititivamente unida al dominio
intracelular del receptor, Su nombre se debe a su capacidad de unirse a nucledtidos de guanina, y en su
conformacién inactiva, guanosin di festato (GDP) se encuentra unido a la subunidad o del trimero. Existen
diferentes tipos de subunidades, pero tedas las Go hidrolizan GTP y fo hacen en un tiampo caracteristico
cada una. De tal forma, los cambios conformacionales del receplor inducen cambios en fa subunidad o del
trimero disminuyendo su afinidad por el GDP ocasionando su liberacién, Como en el citoptasma la
concentracién del GTP es mucho mayor que la del GDP, rapidamente se une GTP al sitic de unién con

nucledtidos vacante, de la subunidad Go. Esta unidn Go—GTP ocasiona la disociacién del trimero en
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subunidades GPy y Go—GTP, y de esta subunidad Go-GTP del receptor. De esta forma la subunidad

Go-GTP libre, se asocia a ofra enzima, genéricamente llamada efectora, y la activa.

La llamada enzima efectora usualmente estd localizada en la membrana y su activacion cambia fa
concentracion intracelular de algiin soluto de bajo peso molecular genéricamente llamade segundo
mengajero. Esta actividad persiste hasta que fa subunidad Get hidroliza al GTP a GDP, lo cual como ya se
menciond se realiza a un tiempo caracteristico. Asi, llegado el momento la subunidad Go-GDP sa disocla
de la enzima efectora cesando la actividad de la misma y se reasocia con algin dimero G@y libre,
regenerandc un trimero inactivo. Este trimero inactive es capaz de reasociarse con algin receptor

transmembranal tipo serpentin de siete pasos, restableciendo las condiciones iniciales y cerrando un ciclo.

El sistema de la adenilato ciclasa, es una nuta muy coman que utiliza este modelo generalt722, En ese
caso la adenilato ciclasa es la enzima efectora que es activada por Go-GTP. Como la adenilato ciclasa
cataliza la conversién de ATP-Mg a AMPc, este (ltimo actiia como un segundo mensajero. Esto es, el

AMPe¢ transmite ! mensaje del figando extracelufar (el primer mensajero), al interior de la célula.

El AMPc activa a la protein cinasa A (PKA). En su estado inactivo esta enzima esta constituida por dos
subunidades reguladoras que mantienen inactivas a dos subunidades cataliticas. Para que las subunidades
cataliticas sean liberadas es necesario que se unan dos moléculas de cAMP a cada subunidad reguladora.
De tal forma, estas subunidades de la PKA liberadas{ver fig. 1), fosforilan otras cinasas citoplasmaticas o
membranales, que cambian sus actividades y se observan respuestas de corto plazo en el comportamiento
de la céluta. Adicionalmente a las respuestas de corto plazo, 1a activacién de la PKA puede mediar efectos

crénicos cuando una fraccidén def total de subunidades cataliticas activadas entra en el niicleo y fosforilan
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factores de transcripcién. Esto sucede en la activacion de la proteina de union a CRE (elemento de
respuesta para AMPc en ADN} conocida como CREB por sus siglas en inglés, por esta via, se da Ia sintesis

de nuevas proteinasdsz,

CREB

/_u\'\\ ﬂ,/ \\.

Fig.1} En esta figura se puade apreclar la secuencig; &) desde el receptor activado se libera y disocia una proteina G activada. b} Una enzima
efectora, la adenilato ciclasa, es activada por fa subunidad Go~GTP, con lo cual se incramenta la concantracion da AMPc en ef citoplasma. £
El AMPc se une a las subunidades reguladoras { R } de la PKA liberando las subunidades cataliticas ( C ). D} Una fraccion de las subunidades
C activadas entra al nicleo y activa via lostorilacién a CREB, ) CREB activade se une a su secusncia blanco CRE, en todos los genes que fa

contangan, activando su transcripeidn. {modificada ‘GENES VI 6% Edition Oxtord University Prass)

Otra ruta que utiliza el sistema de las proteinas G acopladas a la senalizacidn, es la de! fosfatidil inositol*17,
Andlogo a lo descrito para el modelo general, un ligando se une a un receptor tipo serpentin de siete pasos
transmembranales y activa a una protelna G. La subunidad liberada G activa a una enzima efectora
Foslolipasa C beta (PLCP) a nivel de membrana. Esta enzima cataliza el rompimiento de un fosfolipido de
membrana, el fosfatidilinositol 4,5 bifosfato, hacia inositol trifosfato {{P4) y diacil glicercl; de forma que, esta
rufa da como resultado la produccion de dos mensajeros intracelulares. El 1P par ser soluble actia

liberando calcio de sus contenederes (en reticulo endoplasmico), lo que permite la activacién de algunas
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enzimas y de otros procesos celulares que requieren de calkcio. El diacil glicerol, junto con el fosfolipido
membranal fostatidilsarina, asi como un incremento de caicio intracelular, activan a fa enzima protein cinasa
C (PKC), que es depsndiante ds ambos. Similar a PKA, PKC tiene efectos tanto cronicos come agudos. La
PKC fosforila tanto proteinas membranales como citoplasmaticas para llevar a cabo cambios agudos en la
actividad celular, y puede también fosforilar factores ﬁe transcripcion para producir cambios cronicos en las
prateinas expresadas en la ¢célula. Aunque ambas PKC y PKA son capaces de fosforilar residuos de serina
y de treonina (serinfreonin cinasas), las secuencias de amincacidos que reconocen en sus substratos

difieren, Por o qua PKA y PKC raconocen y fosforilan diferentes series de substratos que sin embargo

algunas veces se traslapan 7,
2.1.3.2 ENZIMAS LIGADAS A RECEPTCORES.

El modelo de las enzimas Yigadas a los receplores es ef segundo modelo.17.22 general de los receptores
membranales. En este modelo: el receptor, la regién transmembranal, y la enzima efectora son dominios
sgparados de la misma proteina. Existen muchas variaciones de este modalo y en muchos casos la unién
del ligando con el receptor causa la dimerizacién del mismo, come en los receptores para factor de
crecimiento epidémico (EGFR) y de adhesion plaquetaria (PDGFR). En otros, como el receptor de insulina,
los receptores se encuentran dimerizados adn en ausencia de! ligando. En ambas situaciones, la unién del

ligando con el receptor activa a la regién catalitica (efectora) del receptor localizada en la cara intracelular

de la membrana.

En ofras variantes la enzima efectora es una proleina separada de la proteina extracelular de union al

ligando, pero ambas se encuentran fuertemente asociadas en la regién intracelular. Los cambios
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conformacionales que se producen por la union del figando-receptor son lflevados a cabo en ausencia de
proteinas de unibn-transduccion, tales como fas proteinas G descritas anteriormente. Estos cambios activan
& la proteina efeclora. Y como el efector se encuentra inmovilizado en 1a cara intema de la membrana
celular, es posible que se desarollen cascadas muy elaboradas como las de las MAPKs (mitogen activated

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

La ruta mas estudiada que utiliza este modelo de sefializacién, de enzima unida at receptor, es la de los
receptores relacionados con las proteinas cinasas de tirosina. La unién del ligando con la regidn
extracelular del receptor activa la enzima (o su equivalente en el receptor mismo) efectora cinasa de
tirosina, en la cara intracelular de la membrana. Esta regién efectora con actividad de cinasa de firosina, se

autofosforila y fosforila otras proteinas substrato en un residuo de tirosina. Como existe un dominio SH, (su

nombre proviene de homologia con la proteina Src “proto-oncogene tyrosine-protein kinase src”) en
mijltiples proteinas citoplasmaticas como la cinasa de misma tirosina Sre, fa proteinas de intercambio Grb2
(Growth Factor Receptor-Bound protein 2) y SOS {Son of Sevenless protein homolog), la proteina
activadora de la accién cinasa de Ras (Ras-GAP), la cinasa de! fosfatidil inositol (KPls) , fosfolipasa C
gama (PLCy) efc, y esta especializado en la interaccién con tirosina fosforilada, por lo que el receptor

autofosforilado sive como un sitio de unién para proteinas que contengan este dominto SH,. Esta
interaccion da como resultado la fostorilacidn da diversas proteinas que contienen el dominio SH,, a través

de ta actividad catalitica del receptor, como cinasa da tirosina,

Adicionalmente, algunas proteinas que contienen este dominio también son activadas por el receptor sin

ser fosforiladas, esto se logra a través de cambios conformacionales debidos a la interaccion con el residuo
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tirosina fosforilado del receptor. Un ejemplo es la proleina adaptadora Grb2, donde Ios cambios

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

interaccidn con otra proteina de intercambio; SOS. SOS pasa la sefial de aclivacion a la oncoproteina
monomérica; Ras (ver fig.2). Esta es una proteina débilmente asociada a fa membrana que presenta
aclividad de GTPasa andloga a la de las subunidades o de las proteinas G. La activacion de Ras causa

que libere GDP y se una a GTP, y se mantenga activa en tanto que no act(e hidrolizande el GTP a GDP.

La proteina de intercambio SOS también sirve como un activader ds la funcién hidrolitica de proteinas G
{GAP, GTPase-aclivating protein}, tal que SOS no solo actila activando a Ras transmitiendole la sefial de
activacion, sino que también actda acelerando la inactivacion de Ras estimulando su accién de hidrélisis de
GTP. Ras activado, a 'su vez activa a la oncoproteina Ral-1, una serinftreonin cinasa que también es
conocida como MAPKKK. Raf-1 fostorila y activa a MEK conocida como MAPKK, Ia cual es una cinasa con
una actividad dual {serin/ treonin) que activa a la cinasa ERK conocida como MAPK a través de fa
fosforilacién tante en residuos de freonina como de tirosina. Esta ultima cinasa pert.eneciente a la famifia de
las MAPKs, es una serin freonin cinasa que puede fosforilar proteinas citoplasmaticas como la fosfolipasa
A2 (PLA,) u otras proteinas como 36 (S6 es principal substrato de las cinasas en los ribosomas

eucarionticos), asi como faclores de transcripcion como ATF2 (activaling transcription factor 2) ¥ ¢-Fos (su

nombre se deriva del virus para Osteosarcoma descubierto por Finkel). De tal forma que esta cascada de
enzimas transcriben un mensaje & nivel de la unidn de un ligando extracelular en un cambio en la actividad

biolbgica intraceluiar,



16

Fig. 2} En esta figura se pueda apraciar la attivacion secuencial empleada por ia ruta de la oncoprotalna Ras yias cinasas conocides como
MAPKs (cinasas activadas en mitosis). Donde A) un kgando extracelular se une a un receptor B) el raceplor 5o dimeriza, y 50 sutofosfork en su
regidn intracshdar, causarwdo L union con proteinas con el dominio SHy como la proteina sdaptador Grh? activandola. C} Gri2 activa a la
oncoproteina Ras via 'a protaina de intercamblo SOS. 0) sa da una cascada da activaciones de las protaln cinasas conocidas como MAPKS,
Ras activa a Raf, Raf activa a Mok, y Mok activa & Erk, E) La cinasa Erk se introduca &l niciso donde activa via losTordlacién, a factores de

transerincidn que modifican ia expresidn do dertos genes. (modificada do la referencia {12])

La ruta de transduccin de sefales do JAK-STAT {Janus kinase/ signal transducers and activators of
transcription) presenta una variacién al modslo de fa enzima ligado a receplor, en esta ruta la prgtaina
receplor y la enzima efectora no son la misma proteina. Ei nombre de ¢inasas JAK se debe a que en cada
molécula se encuentran dos dominios cataliticos. En esta famifia de cinasas (JAK 1,2,3, etc} cada una de

sllas so encuentra fusriemente asociada a nivel ds membrana con algln receptor especifico para alguna
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citocina. La union det ligando con el receptor activa la funcidn de cinasa de tirosina de la enzima JAK que
se encuentra fuertemente asociada al receptor. Las proteinas STAT se asocian con la JAK autofosforilada a

través de sus dominios SHz y pasan a ser fosforiladas en residuos de tirosina. Las proteinas STAT

fosforiladas en tirosinas se disocian de las JAK, y forman dimeros con otras STAT via la interaccion de sus

deminios SHo y sus fosfotirosinas. Los dimeros de las STAT se traslocan al niclec donde actian como

factores de transcripeién. Por su parte las proteinas Jak aclivadas pueden adicionalmente interactuar con la

proteina de intercambio She, por lo tanto activar la via de las MAPK's cinasas.

La rula de fa guanilato ciclasa {enzima que calaliza Ja conversion de GTP a GMPc} también utiliza el
modelo general de la enzima ligada al receptor. En este sistema ia union del ligando con la porcién
extracelular del receptor, inicia la actividad de la enzima efectora, guanilato ciclasa, en la cara citoplasmica
de la membrana. La guanilato ciclasa convierte GTP a GMP¢ y este puede activar enzimas dependientes de
é! misma, como las cinasa y fosfodiesterasa dependientes de GMPc. Como sea, ¢l sistema de la guanilato
ciclasa introduce ofro concepto en la transduccidn de sefiales. Adicionalmente a la forma asociada al
receptor antes descrita, la guanilato ciclasa existe como una forma citoplasmatica soluble, y es capaz de
transducir algdn mensaje proveniente de moléculas gaseosas disueltas, NO y CO. Ambas moléculas
gaseosas son liposolubles, de tal forma que difunden a fravés de la membrana cefular de las células
blanco, se unen al grupe hemo de la guanilato ciclasa, y la activan. Y asi como la forma activada via unién
al receplor membranal, la guanilato ciclasa soluble convierte GTP en GMPe.

2.1.4 ESTRUCTURAS EN EL SISTEMA

2.1.4.1 LINEALES v.5. NO LINEALES.

Existen muchas rutas de sefializacién en cualquier célula, y en varios casos comparten una estructura

funcional similar. 11732 Estas rutas lienen un proceso que se lieva a cabo en miltiples etapas; a} un
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receptor transmembranal asociado a un complejo multiprotéico en la cara interna de la membrana que; b)
a su vez se conecta a una cascada de protein cinasas que por medio de fosforilaciones sucesivas de los
elementos en |a parte superior de la cascada hacia elementos en la parle inferior, se va transmitiendo ta
sefial; ¢ esto finaliza con la activacién de un conjunto determinado de factores de transcripcion encargadas

de comenzar con lo serd la respuesta fenatipica de dicha célula.

Lo antes descrito es valido para rutas aisladas y sirve para establecer los patrones basicos del proceso de
sefializacion. Sin embargo se sabe que en la célula existen muchos factores que complican la refativa
linealidad de estos modelos. Se ha observado que un ligando frecuentemente tiene diferentes efeclos en
diferentes células blanco y la diferencia en los receptores no es la dnica explicacién para este
comportamiento ya que en otros casos, a pesar de contar con el mismo receptor, una misma molécula tiene
efectos disimiles en diferentes célulass?. Lo cual refleja diferencias en la maguinaria interna a la cuat los
receplores estan acoplados. Tal es el caso del neurotransmisor acetilcelina, ‘a cua! induce la contraccion en
las células de misculo esquelético pero decrece la velocidad ¢ intensidad de las contraccionss en las

células de muascule cardiaco’ 52,

También existe el caso donde diferentes moléculas thormonas) que se unen a sus respectivos receptores,
que estan acoplados a la misma maquinaria de procesamienfo, en el mismo tipo celular provocan
respuestas muy diferentes, llegando a ser incluso opuestas. Un caso ds respuestas disimiles es el que
presentan las células PC12, (neuronas de ratén) que cuando son estimuladas por EGF {Epidermal Growth

Factor) se induce su proliferacion, sin embarge cuando se une el figando NGF {Neurite Growth Factor) a su

receplor se induce su diferenciacion®?.
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Como los mencionados anteriormente, existen varios de estudios experimentales que muestran que la
respuesta de una linea celular en ciertas circunstancias es diferente para otra linea celular, 0 puede ser
dilerente para la misma célula bajo condiciones distinias 46.10.1213,141824304855 D)o tal forma, se ha
establecldo que el procesamiento de la sefial {p sefiales) que realizan las células en su interior para emitir
una respuesta, es especializado para cada linea celular, altamente regulado, seguro (a prueba de errores),
y adaptable frente a dilerentes ambientes celulares. Por lo anterior, resulta muy difici! hacer correlaciones
estimulo - respuesta sencillas, y no debe verse al sistema no sole como una simple serie de activaciones

concatenadas.

Al respecto de lo que sucede en la regién citoplasmética de diversas lineas celulares eucarionticas, las
protein cinasas encargadas de la transduccién de la sefial, generalmente son serin-freonin- cinasas®,
presentan convergencias (ver fig. 3). Como en el caso de MEK activada tanto por la protein cinasa Raf
como por la cinasa MEKKS en diferentes organismos como Schizosaccharomoyces pombe y cerevisiae,
Caenorhabditis elegans, Drosophila melanogaster, Xenopus, etc 9. {Cabe notar que estas estructuras son
-evolutivamente conservadas entre difemtes especies.) Formalmente Raf y MEKKS proveen de funciones
andlogas en rulas paralelas®. Asi mismo, en la regién citoplasmética se presentan divergencias (ver fig.
3), un caso es el de la cinasa ERK, que una vez activada es capaz de entrar a! nicleo e interactuar para

activar a los factores de transcripcidn como c-Myc y Elk-1.10
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Fig. 3) En esta figura &2 aprocian verticalmonte secuencias do activacibn de protaln cinasas en cuatro pasos, y horfzontalments so obsarva que
qxisten elementos funcionaimante equivalntes a uno to es0s pasos en diorentes rulas. Adicionalments, sa observa como existen

sntrecnizamiantos antre as dilerentes nitas, 1o que da como resulteds una Red Protéica da activacidn, {modificarta de [10])
Surge asi un panorama de rutas paralelas de transduccion de 1a sefial con una estructura secuencial similar
donde existe una corresponden funcional entre elementos de una y elementos de otra, y donde existen
multiples interacciones y entrecruzamientes enire las mismas.
Por lo tanto, mas que analizar casos particulares de transduccidn de sefiales en diferentes lineas celulares,
se requiere encontrar una respuesta Idgica para el comportamiento genaral de cualquier sisterna celular,

que sa entiende como un sistema complejo Mo fineal. Eslo es, en un sistema biunivoco a un estimulo

cormesponde solo una respuesta, pero en este caso al dominio ls corraspondan més de un elemento en el
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codominio. Donde el procesamignio de la informacién se realiza en paralelo via diversos mecanismos
nRUR2,

Estos entrecruzamientos entre supuestas "rutas diferentes” se deben en gran medida a que muchas
proteinas del sistema de la Transduccién de Sefales presentan en su estructura tridimensional los mismos
dominios protéicos, como los mencionados SH2 y SH3, por lo que en principio, cualquier proteina que
contenga un dominio SH; es capaz de interaccionar con cualquier ofra con una fosfoliresina expuesta en su
superficie. Asi mismo se ha propuesto que estos dominios son los ‘bloques de construccion” de las
proteinas involucradas en la transduccién de sefiales celulares y que permiten con pocos elementos realizar
combinacicnes, {elementos de una rufa con ofra) para generar una amplia gama de respuestas celulares.
Un ejemplo representativo de esta conceplualizacion modular de las proteinas involucradas en la
transduccitn de sefales se desprends la proteina Grb2 la cual tiene en su regién central un dominio SH2

flanqueado por dos dominios SH3.

2.1.4.2 DOMINIOS SH, SH,

Los dominios SHe son médulos proteicos qua reconocen secuencias cortas de aminiacidos con alguna
fosfotirosina intermedia flanqueada por 3 a 5 residues de amionoécidos hacia cada extreme, siendo el
carboxilo terminal generalmente mas largo. Los cambios en esta secuencia son los que confieren
diferantes afinidades entre dorninios SHz y sus ligandcs; proteinas citoplasmaticas y region citoplasmatica
de receptores. Los dominios SHz se unen a sus fosfopéptides con una afinidad relativamente alta (Kd=10-
100nM) y con una afinidad 1000 veces menor a fosfopsptidos de secuencias aleatorias, pero basicamente
no presentan afinidad por los mismos péptidos si no astdn fosforilados. Estructuralmente, fa regién de

unién con los fosfopéptidos es una cuenca dable que presenta una divisién conformada por residuos

bésicos, en donde se une la fosfotirosina. {ver fig. 4).
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Esta cavidad no musstra una secuencia muy estable solo axiste un aminoacido invariable, una arginina
que forma puentes de hidrdgeno con dos oxigenos del grupo fosfato de la fosfotirosina. La segunda
cuenca de unién es aln més variable y es la que permite un reconocimiente especifico de los amino4cidos
de la regién carboxilo terminal que siguen a la fosfotirosina.

v f

Fig. 4 En esta imagen se aprecia la estructua tipica de un dominio SH yrepresentada esquaméticaments), G0rde 82 pueden
diferenciar dos regionas alta (tubos rojos) con una regitn Beta plagada intermedio {flechas en azul), en esta esiructura 58 pusde ver
claramante que se forman dos “cuencas’ donde encaja la secuencia de reconocimiente (represents con mdedos de Alomos en tres

dimenciones), gue 50n los aminoécidos que Hanquean a una fostotinosing,

Esta organizacion bipartita del sitio de unign de los dominios SH2 confiere a la fosforilacidn del residuc de
tirosina la funcién de interruptor para la formacién del complejo protéico, diferenciando entre e} estado
aclivo y el estado inactivo, por otro lado dependiando del *contexto” de esa fosfolirosina dictar que dominio
$H; y por ende que proteina sefializadora ha de unirse con e! mismo. Asi, el reconocimienio de estos
residuos de fosfotirosina por las proteinas con dominios SHz puede afectaras en diferentes formas,
Incluyendo la estimulacién directa de su actividad enziméatica, la relocalizacién dentro de la célula o bien su

respectiva foslorilacidn en un residuc de tirosina.
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Existen otro tipo de dominios denominados SH3 que aunque menos irecuente que el dominio SH: también
se encuentran en muchas prateinas involucradas en la sefializacion, algunos ejemplos tomados {soko hasta
fa mitad de la fetra C } de la base de datos PROSITE (http:/fexpasy.cbr.nrc.ca/egi-bin/nicesite. pl?PS50002)
son : ABL1 y 2 {proto-oncogene tyrosine-protein kinase abl cinasa ubicua, contienen un dominic un domino
SH; y uno SHi), AMPH {amphiphysin, proteina asociada & membrana en neuronas, espermatocitos y
célutas endocrinas contiene un dominio SHa), ANM2 (protein arginine n-methyltransferase 2 metilasa ubicua
contiene un dominio SHs), BLK (tyrosine-protein kinasa blk cinasa involucrada en la transduccion de
sefiales en linfocitos T, confienen un dominio un domino SHz y uno SH3), BTK {tyrosine-protein kinase btk
cinasa indispensable en a ontogenia de lintocitos B, contiene un domino SHz vy uno SH3) CCB2 y CCB4
(dihydropyridine—sensilive Hype, calcium channsl beta-2 subunit, subunidades ubicuas de la enzima
sensible a di-hidropirimidina, contienen un dominic SHy), CRKL (crk-like protein cinasa ubicua, contienen un
dominio un domino SH; y uno SHa), CRK | y Il {prolo-oncogene ¢-crk, CAK | es més transformante que CRK
ll, contienen dos dominios SH3 y uno SH;, ambas se unen a muchas proteinas fosforiladas en aminoacidos
de tirosina que se unen & GRB2. El dominio SHy cercano & 'a regidn carboxilo terminal funciona como un
modulador negativo de la actividad transformante, mientras que el dominio cercano a la regién amino

terminal funciona como un medulador porsitiva) etc.

Adicionalemente el dominio SH; 56 encuentran en companentes del citoesquelato, como la a-espectrina y
la miosina-1 las cuales estan fuertemente relacionadas con el control de la morfologia calular. Por lo tanto
estos dominios estan involucrados en la relocalizacién intracelular de los elementos que los contienen, por
ejemplo en los dominios SH3 de las proteinas citoplasmélicas Grb2 y PLC+y1 dirigen a estas proteinas

hacia la membrana citoplasmatica intema y hacia las fibras de actina respectivamente.4
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Las regiones de union de las proteinas con los dominios SH; consisten en péptidos de aproximadamente
10 amino&cidos con mayor contenido de prolinas, que interaccionan con constanies de disociacién de entre
5y 10uM. Estos péptidos que interaccionan con los dominios SH; adoptan una confermacion de hélice lipb
i, ricos en profinas con lres amino4cidos por vuelta. Asi mismo, estos péptides figando presentan en total
tres vueltas, dos interaccionan con el dominio SHs y la tercera estabiliza la hélice PRIl (polyproline 11). El
nicleo de estos ligandos tiends a presentar siete aminoacidos conteniendo la secuencia consenso X-P-p-X-
P, donde X tiende a ser un radical alifatico y las dos prolinas (P) conservadas son cruciales para mantener

una alta afinidad.

Esos péptidos son pseudo simétricos y tienen la capacidad de interaccionar en ambas direcciones, (carxilo
terminal - amino terminal; amino terminal - carboxilo terminal) por ende cada dominio SHs fiene distintas
preferencias por diferentes péptidos. La especificidad parece provenir de las interacciones entre los
residuos no prolinices del ligando y dos asas variables del dominio SH3 que estdn flanqueando a la
principal superficia hidrotdbica del mismo dominio, De esta forma, la capacidad de los dominios SH3 de
interaccionar en ambas -direcciones con sus ligandos amplia considerablemente el rango de ligandos
potenciales, y tiene complicaciones bioldgicas fascinantes; la orientacion del ligando va a determinar la

organizacién espacial de! complejo resuliante, el cual sera critico para el proceso de la transduccién de

senales*,

2.1.4.3 AGREGADOS MUTIPROTEICOS.
Los modelos multi-pasos parecieran ser complicados e innecesarios para activar a las proteinas G
comespondientes. En el modelo de enzimas ligadas a receptores (antes mencionado) de activacion para

Ras (ver lig. 5) las dos intsracciones criticas son las mediadas por los dominios SH; de los ligandos con el
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recepior y la mediada por el dominio SHs con ¢l efector SOS. £l electo neto es el gran incremento local en
la concentracién de SOS en la vecindad de su substrato, Ras. Esta secuencia de evenios para activar a
Ras paraciera ser un método rudimentario, seria mucho mas eficients qus el receplor una vez activado,
directamente activase a Ras o que SOS tuviese su propio dominio SHe y de esia forma se eliminarlan

intermediarios, en este caso Grb2,

Figura 5. En st figura se mossint. 11} Una do s sacuencias de evertos posbios paraa aclvacion de a nda 6o as MAPKs claasas via la
oncoprotedna Ras, ajun receplor activado se encuentra autofostorilada on su regibn intama en un aminoécide timsina, b) lo proteina She
Imaracciona con ef receplor via su dominio She, y oste ln fostonta en un aminodciio tirosing ¢} fa proteina adapladora Grb2 a lravés de su

dominio Shy interacciona con la foslotirosina de la protelna She v a través da su doménio SH; intaracciona con |a proteina de intarcambio SOS,

d) SOS interacciona con i oncoproteina Ras activiindola. 2*) Asi mismo, aqui se puede apreciar la formaciin da compleios multiprotSicos a

través de combinaciones de proteinas con dominias SHyy SHy, 3° jAdicionalmente se puade apmciar una retroslimentacion en fa activacion de i
protein cinasa MEK por [z también cinasa MAPK.
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Sin embargo como ya se explicd anteriormente, es un error el considerar al complejo Receptor (EGF o
PDGF)-adaptador {Grb2)-proteina de intercambio{SOS)-proteina G{Ras) como una ruta aislada y lineal. EI
agregado multiprotéico que surge {emerge, desde el punto de vista de teoria de fa complejidad, ver més
adelante) provee de una ventaja significativa al sistema de la transduccién de sefiales; posibles
combinaciones protéicas que generan puntos de ramificacién de la sefial o integracion de estimulos, Asi,
como primer punto para que se den combinaciones protéicas, esta la regién intema del receptor que
contiene mittiples sitios aulofoforilados®2. Los sifies de fosfotirosinas de los receptores pueden interaccionar
y aglomerar & diversas protainas con el dominio SH;, pero debido a impedimentos estéricos estas van a
competir por la unién de acuerdo con sus afinidades, concentracion local. De tal forma que es posible que

se den diferentes combinaciénes de agregados multiprotéicos

Desde el punto de vista de [a eficiencia a nivel genético, uno de los mecanismos empleados para la
transduccién de sefales es la posibilidad de combinaciones protéicas, lo cual explica que el numero de
productos de los genes involucrados en la transduecién no sea ilimitado, ya que no existe un gen para
cada sefial en cada célula. El cimulo de informacién actual sugiere que muchos tipos de sefiales
extracelulares son transducidas por un nimero refativamente reducido de enzimas, incluidas las tiresin
cinasas , proteinas G y serin treonin cinasas, y que fa especificidad de la sefial surge entre otros

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

Llegamos af punto en qus més que una serie de rutas aislaaas, existe (como ya se discutié} una red de
proteinas (ver 1ig. 4), que puede presentar refroalimentaciones (ver figura 5 ), orden temporal de eventos
tanto para el ensamblado de complejos multiprotéicos como para la activacidn secuencial de cinasas
citoplasmicas, estruciura espaciaf a nivel de topologia celular {localizaciones en membrana via receptores,

o0 en citoesqueieto via dominios SH3) asi como combinacidn de elementos via formacidn de diversos
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agregados multiprotéicos. Adicionalmente, hasta ahora poco se sabe de las cascadas de inactivacion que

sin embargo son parte de 1a dinamica de estas redes que en conjunto dan una red proteica muy compleja,

2.1.5 COMPUTO INDIVIDUAL, LA COMPLEJA ACTIVACION DE Rat-1

Lo hasta ahora descrito son diversos mecanismos involucrados en loa transduccitn celular que se pueden
estudiar a un nivel sub-celular estén, sin embargo a nivel molecular también se presentan algunos de los
mismos. Un ejemplo ds las implicaciones de la formacion de los agregados multiprotéicos y orden temporal
a nivel molecular, es la compleja activacidn alostérica de la oncoproteina Raf-113%7, Esta enzima cuenta con
tres dominios; CR1 que contiene dos sitios de unién secuencial con Ras (RBD y CRD), CR2 y el Gltimo
CR3 es su dominio catalitico como cinasa. Raf-1 en su estado inaclivo se encuentra an el citoplasma
asociada a las proteinas HP (Heat Shock PA0 y 50) via su dominio CR3, y a la proteina adaptadora 14-3-3
a través del residuo fosforilado Ser 269 entre los dominios CR2 y CR1 , lo cual estabiliza la conformacion
inactiva de Raf-1. En realidad 14-3-3 es toda una familia de proteinas que se unen a un gran nimero de
otras proteinas través de ta secuencia consenso RXSXS*XP donde S* es un residuo de serina foslorilado,

presentan una distribucidn especifica para cada tejido, y son capaces de dimerisarse pudiendo formar

oligémeros, por ejemplo de Raf-1 a nivel de membrana.

Una vez que la encoproteina Ras es activada (ver fig. 6a), esta recluta al complejo Raf-1, HSP30 y 50, 14-
3-3 a la membrana por medio de una interaccién con el dominic RBD (Ras Binding Domain) de Raf-1 {ver
ligura Bb}, liberandose,. La separacion de la proteina adaptadora 14-3-3 del dominio CRD permite que este

dominio forme una segunda superficie de interaccién con Ras, {fig. 6¢).
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Fig. 6) Esta nueva interaccién induce un cambio conformacional en Raf-1 que expone sv dominio catalitico CR3, 1o cual permile que la proteina
libre 14-3-3 sa reasocie con Ral-1 a {ravés da la Ser-P 629 en CR3 (fig. 6d). Esta asociacion establliza la conformacién activa de Ral-1. Para
completar la ectivacidn da fa conlormacidn abierta {activa) de Raf-1 se llevan a cabo otras foslorilaciones en las tirosinas 340 y 341 por

miembros de la familia de las cingsas Src. (tomada de fa referencia [37])

En realidad la activacidn de Raf-1 es mucho més compleja ya que cuenta con dieciséis sitios de
fosforilacidn, tanto para su activacion como por ejemplo en 8497, 5499 via PKC, o en Y340 y Y341 via la
familia SRC y Jak-2 etc. como para inactivacidn en 543 via PKA. Otros silios son necesarios para su
acoplamiento con las proteinas adaptadoras de la famifia 14-3-3 como son S$-259 y 5-621, dos

autofosforilables T 269 y T 268 constitutivos, y otros de los que se tiene poca informacién 937,

Lo anterior es solo un ejemplo de algunos detalles necesarios en la activacidn de una de las protein cinasas
involucradas en la transduccién de sefiales, que sirve para ilustrar otro aspecto de la complefidad dal
sistema real. Pero quizas lo més importante sea el analizar las posibles implicaciones que de este tipo de
mecanismos se derivan y deben ser en alguna medida contemplados, ain que no los representen, por

algin modelo que pretenda captar el compertamiento global del sistema
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2.1.6 COHERENCIA EN EL SISTEMA.

Adicionalmente a lo descrito para las combinaciones protéicas a través de la repeticion de dominios,
estudios in vitro (http:/fwww.kinetekpharm.com/) comprueban que existen cientos de combinaciones e
interaccién entre los diversos elementos del sistema de transduccidn de sefales celulares, lo que
parcialmente podria explicar que al activar una misma ruta bajo diversas circunstancias se puedan obtener
respuestas diferentes (sensibilidad a las condiciones iniciales, 1o cual es una caracteristica de los sistemas
no linealss). Por lo tanto para modelar el sistema de transduccion de sefiales celulares es necesario
encontrar los macanismos de contral celular que permiten a esta complicada red de proteinas realizar con
precision la transduccién de sefiales, y comprender coma un emor pueds producir una diferenciacion
errdnea y generar un cancer'®, |Las respuestas que se han propuesto hasta ahora solo son parciales,
pero es posible hacer algunas acotaciones y mencionar los posibles mecanismos de control celular sobre

los sistemas de transduccién de sefiales celulares,

En primer lugar es necesario definir los estados iniciales de que parten los sistemas celulares antes de la
transduccién de sefiales. Es evidente que en una linea celular rio existen todas las proteinas de todas las
rutas de senalizacion, (de hecho como ya se menciond, existen protein cinasas tejido-especfficas). Asi, una
finea celular puede describirse en funcion o quedar definida por la existencia ¢ ausencia de diferentes
receptores membranales, la exislencia o ausencia de clertas protein cinasas, etc. Conceptualizando se diria

que existen patrones de las proteinas que definen una linea celufar.

Sin embargo, como estes patrones proteicos no son constantes en al transcurso del! ciclo de vida de

cualquier célula, es conveniente ir mas lejos al momento de definir una linea celular. Asi o que
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biolégicamente es una linea celular, debe interpretarse como el conjunto posibles estados que el sistema
celular puede ocupar durante su ciclo de vida $4(mateméticamente se definiria como el "atraclor” celular, ver
mas adelante). Esto es, el conjunto de los pardmetros (patrones protéicos) que definen al sistema celutar en
un momento dado, representa un estado celular, y el siguiente estado celular quedara definido por el
conjuto de e50s pardmetros para otro instante del cicto celular. Por lo tanlo, el conjunto de estados que el

sistema celular puede ocupar durante su ciclo de vida, define una linea celular.

En segundo lugar {aunque funcionalmente es el dltimo) es necesaric definir las posibles respuestas o
“salidas” del meta-sistema (la célula) frente a un estimulo o conjunto de estimulos, que pueden separarse
en: a) Respuestas de corto plazo, como la produccion y secrecién de algdn metabolito (como hormonas,
interleucinas, anticuerpos, leche etc.), permanecer aquiescentes, cambiar su forma etc?®. B} Respuestas de
largo plazo, como la proliferacién celular; diferenciacién celular, induccion para 'a apoplosis, y la
diterenciacion a hacia células neoplasicas, 10232 Tal que las células pasan de un estado {0 conjunto de
estados que conforman un fenotipo} a otro, a través de un proceso no lineal muy sensible a las condiciones

iniciales tanto internas como extemas,

Una vez acotados los estados iniciales y las posibles respuestas, cabe restringir los grados de libertad de!
procesamiento de infarmacion que realizan las células o transduccién de sefiales. Como ya se menciond,
existen focos de emision de la sefal a través de ciertos elementos, como podrian ser los receptores
membranales, pero también lo elementos de a familia Ras, que gracias a las caveolinas (proteinas de la

cara intema de- la membrana que forman una estructura conocida como caveclas donde, mediante
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interacciones débiles pero especificas, se concentran elementos de la familia de las oncoproteinas Ras)
aumentan su concentracién (focalizaciones) en las inmediaciones de los receptores, amplificando y

acelerando la emisién de la sefal.

Otra forma de modulacién o restriccion de las posibles combinaciones proleicas para el procesamiento de
la sefial, es la dependencia de algunos elementos para con determinadas proteinas adaptadoras para
poder interaccionar con sus proteinas blance. Un ejemplo de esto es o descrito en el modelo de activacién
deRaf-1, respecto de las proteinas Chaperonas {principalmente de la {amilia de las Heal Shock Protein X} o
la familia de proteinas adaptadoras 14-3-3. Aqui es posible incluir a las proteinas que interactian a traves
de sus dominios SH3 con el citoesqueleto u otras proteinas “de anclajg” que se unen a él, y que generan
restricciones en su localizacion dande como consecuencia resticciones para las posibles
combinaciones proteicas antes discutidas asi como el efecte de focalizacién sobre la concentracion antes

dascrito.

Un paramelro muy importante para explicar diferentes resplestas del sistema celular, es el nivel de
activacién de las proteinas cinasas involucradas en la transduccion de fa sefal (la concentracion de las
formas activas). Se ha propuesto que existen “umbrales de activacién®, a partir de los cualgs una proteina
{léase poblacion de esas proteinas) activada puede interaccionar, en forma efectiva {persistente), con ofra
para activarla 5 En forma similar, se propone que existen umbrales de activacién para la interaccion de
una proteina (a) con ofras dos (b) y {(c), eslo es, 1a proteina en cuestién {a) primero interacionaria con la
proteina por la que tuviese mayor afinidad (b), de saturar a esta (poblacién) proteina y ain quedar cierla
cantidad de proteinas (a) activadas, podrian interaccionar con la tercera (c) proteina, per la que tendria

menor afinidad. Generando asf la divergencia de la seifial (antes mencionada) que procesa una célula®,
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Sin embargo aun restan preguntas mas precisas sobre los faclores o caracteristicas fundamentales én que
recae ia modulacion de la transmision de ia sefial, como nuevas rutas por “descubrir”, rutas de
inactivacién®, diferenciacién entre el posible “ruido” por interacciones inespecificas entre diferentes
elementos y parte del procesamiento de la informacion a niveles no detectados etc. Por que la estructura y
dindmica se ha conservado para dilerentes especies a través de la evolucién. Por lo tanto et estudio de este
complejo sistema mediante modelos teéricos podria contribuir en ef esclarecimiento de estas preguntas, de
tal forma que ensequida se presentan de algunos de los modelos desarrollados en computadoras en este

sentido.
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2.EL PROBLEMA IN SILICO

2.2.1 INTRODUCCION

La secuencia; conceptualizacion, modefado y simulacidn, para estudiar e Intentar pronosticar procesos
de la biologia molecular mediante programas computacionales, implica integrar dos 4reas del
conocimiento con un crecimiento muy importante. Existen miltiples trabajos enfocados a lograr el pasc de
conceptualizacion 22021252633.44243.48 Y s ha generado una amplia gama de propuestas de modelos
para realizar simulaciones bioguimicas en computadoras 78811151622, Asi ef éxito en ulilizacién o creacidn
de nuevas herramientas computacionales para modelar un fenémeno pariicular, depende en gran medida
de una clara visién de los objetivos que se buscan. Por 1o lanto son necesarios una correcta
conceptualizacion tanto del fendmeno bioquimico particular, como de las prestaciones, caracteristicas de
disefio y fimitaciones de las diferentes herramientas compulacicnales existentes, o al menos las

asequibles.

Durante los afios en que he venido trabajando y cclaborando con el proyecto GENIA del institute de
Quimica de fa UNAM, me ha sido clare que diversos grupos de bicinformaticos, en diferentes latitudes,
facilmente son presas de simplificaciones de los sistemas biolégices, y también durante estos afios me ha
sido evidents las coincidencias en razonamiento y conclusiones con algunos grupos. Por o que considero

que este paso de conceptualizacién y eleccidn de modelo para realizar las simulaciones sigue siendo

vigente y ha justificado miltiples publicaciones.

Como el trabajo presente estd enfocado al module de redes proteicas y en el capitulo anterior se
anafizaren las caracteristicas conceptuales de este sistema bioquimico, toca ahora el tumo al analisis de
los programas computacionales disponibles. Haciendo énfasis en los objetivos de largo plazo que se

pretenden en el proyecto global GENIA, para implementar de la forma més adecuada, el modelaje del
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sistema bioguimico con el sistema computacional existente. De esta forma se procedera a prasentar unas
brevisimas descripciones de las diferentes herramientas y propuestas computacionales. En algunos
casos, se mencionaran los trabajos relacionados que se han realizado bajo cada enfoque para

representar al sistema de transduccion de sefiales o alguna parte del mismo.

2.2.2 COMPUTACION NUMERICA.

Son programas que emplean las aproximaciones numéricas tradicionales, auxiliadas por la automatizacién
y velocidad de célculo de las computadoras, Formaimente, se dice que son algoritmos (secuencia en e!
tiempo de una serie de procesos) implementados en la computadora de los modelos matematicos de un
Area particular. Cuentan con la ventaja de que estas "aplicacionss’ son especificas para el érea en
cuestion, o cual reditua en un ahorro considerable de fiempo. Asi, existen programas como: Gepasi 3.0, de
Pedro Mendes y Chemical Kinetic Simulator de IBM, que han side desarrollados bajo este enfoque. Son

del dominio pliblico y se pueden obtener taciimente a través de 1a red mundial Internet.

Estos programas, una vez planteadas las ecuaciones de las reacciones que intervienen en el modelo, asi
como las caracteristicas particulares de cada reaccién como constantes de afinidad, la concentracién de
cada uno de {os reactantes y el tipo de cinética a que obedece cada una de estas reacciones, crean los
sistemas de ecuaciones diferenciales que describen el sistema que uno indicé. Lusgo proceden a su
solucién por diferentes aproximaciones de calculo segin, sea el caso, y como resultado arrojan las matrices
de los datos correspondientes a las soluciones numéricas o sus respectivas gréficas. Sin embargo, af
parecer nadie ha utilizado especificamenta estas plataformas para realizar investigacion del 4rea en

cuestion,
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Un ejemplo de esta aproximacion, quizds e mas destacable hasta ia fecha, lo constituye ef trabajo de
Ying®, quienes en 1996 a través de ecuaciones diferenciales, (19 en tetal para un conjunto de 10
reacciones enziméaticas) crean un modelo para una ruta lineal simplificada de las MAPK cinasas. Su modelo
se desarmlla para lo que se conoce en la quimica analitica, como quimica en solucidn homogénea y
emplea los modelos matematicos tradicionales, esto la cinética de las reacciones enziméticas siguen el
modelo de Michalis Menten. Para lograr implementar este modelo presuponen rangos para las
concentraciones de algunas enzimas y los valores de [as conslantes de disociacidn desconocidos. En su
modelo se esludian las consecuencias de lograr una completa activacidn solo después de una doble
fosforilacion, lo cual es una buena consideracidn ya que generalments las cinasas son bifosforilables en
aminodcidos separados por uno o dos aminoacidos. Con este modelo encuentran evidencia un
comportamiento global uftrasensible como consecuencia de que la transduccion se lleve a cabo en mdltiple
pasos. Esto es, a través de estas miltiples etapas de activacion de enzimas cooperativas {alostéricas), el
compartamiento global del sistema es de lipo intermuptor, de todo o nada a pesar de que &l estimuio sea
gradual, Presentandose un umbral (concentracién de “disparo™ para el estimulo. Ellos concluyen que este
comportamiento tipo interruptor podria representar una ventaja a la célula si el sistema fuese capaz de
diferenciar ruido de estimules reales. Sin embargo, el modelo implementado ain es una simplificacion, ya

que con una sola fosforilacion se alcanza cierta activacion.

En genaral, como principal limitante de estos modelos se encuentra su dependencia de gran cantidad de
datos que permitan crear modelos deterministas. Adicionalmente, para el caso particular de ta transduccitn
de sefiales estos modelos resutan insuficlentes para cubrir aspectos muy importantes como la
heterogeneidad espacial. Esto se debe a que los modelos mateméticos en que se fundamentan estas

solucionas se basan principalmente en reacciones en sofo una fase y homogénea {quimica en soluciones
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homogéneas), y como ya se aclaro en el capitulo anterior, la formacion de focafizaciones por fenomenaos de
adsorcidn-reaccion, restricciones espaciales y formacion de  agregados mulliprotéicos juegan un papel

importartte en &l comportarniento del sistema real.

Aungue bajo esta aproximacién es posible realizar estudios cualitatives serios, resulta evidente que falla
mucha informacidn para realizar modeles daterministas. Adicionalmente [os sistemas de dinamica no lineal
requieren una alta especializacion en el &rea para obtener modelos con importantes limitantes, por lo que
se ha propuesto fa bisqueda de altemativas. Es en este punto que se proceds con la presentacién y
andlisis de aproximacionas que han surgido en 6l &rea de la bicinformética para el problema bioguimico
planteado, para posteriormente dar paso al analisis global de los mismes en la siguiente seccidn del

presente trabajo.

2.2.3 PARADIGMAS y MODELOS EN LA BIOINFORMATICA

2.2.3.1 Inteligencia Artificial

En su forma mas general la inteligencia artificial busca desarrollar técnicas para poder resolver problernas
que, nomalmente, requieren hablidades humanas para solucionarios: razonamiento, adaptabilidad,
intuicion, aprendizaje, stc. Entre fos problemas tipicos estan el procesamiento del lenguaje natural, el
reconacimiento de patrones visuales, la solucion de juegos, el diagnostico de situaciones vy la planeacién de
actividades. Como este tipo de problemas no pueden ser resueltos de manera algoritmica, esto es, con una
definicion precisa de cada paso que lleve a fa solucién, se ha venido proponiendo la inteligencia artificial
como una opeion. En general fas hetramientas provenientes de este nuevo campo de estudio, se han
desarrollado dentro de la disciplina conocida como bicinformatica, algunas de ellas han sido consideradas

como promisorias para el medelado y el estudio det sistema de la transduccion de sefales.
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2.2.3.2 SISTEMAS EXPERTOS

Un sistema experlo (8.E.) es un programa computacional capaz da resolver problemas reales que requieren
de lbgica, procesamiento de conocimiento y tomas de decision. Estos sistemas también puedsn clasificar
en calagorias, consultar, analizar y diagnosticar. Los sistemas expertos son actualments muy utilizados en
areas especificas que formalmente requeririan de un experto humano. Utilizan un razonamiento deductivo e
inductivo para dar solucidén a problemas que fracusntemente no estan estructurados y que son imposibles
de resolver por técnicas convencionalas de computacién. Dos de sus principales caracteristicas son: que
representan el conocimiento de manera simbdlica y los datos se encuentran ubicados de manera explicita

dentro de la arquitectura del sistema.

La plataforma computacionat del grupo GENIA de Institute de Quimica de la UNAM es un Sistema Experto
“origntado a objetos™, por lo que se trata de una plataforma (Nexpert Object) capaz de manejar tante una
base de conocimiento (diferente a las bases de datos en que el conccimiento ya &sta ubicado dentro de un
marce de refersncias cruzadas) en base a dichos objetos, como una base de reglas de inferencia (If -
Then). Adicionalmente cuenta con Ia caracteristica de realizar su anélisis en cualquier sentido de las reglas
de inferencia, poer lo que presenta ventajas adicionales respecto de los Sistemas Expartos tradicionales. Es
sobre esta plataforma que el grupo de! proyecto GENIA ha venido desamollando tanto la base de
conocimiente da los slementos involucrados en fa transduccion de sefiales como la base de reglas de

inferencia que interrelaciona a dichos objetos.

* Dentro a programackin orientada a objetos (QOP por sus siglas en inglés), se dice que un objeto estA dafinide por tres
principios bésicos: a) La encapsulacion, esto es, 1os objstos poseen variables para cada instancla {objeto) y funciones ("‘métodos”
en OOPs ) no plblicos sino particulares. bjLa herencia, cada “clase” de objelos {solo clase en OOPs) hereda todas las
funciones y métodos de su clase madre (superclase en OOPs). C) El “polimorfismo”, donde miltiples instancias (objetos) de ung

clase comparten el mismo comportamiento {por tener los mismos métodos) pero cada une tiena su propio estado (valores de sus
variables).
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2.2.3.3 REDES NEURONALES.

Son sistemas que interconectan gran cantidad de procssadores de datos sencillos, de tal modo que cada
dato que entra al sistemna es correlacioriado con un dalo de salida. Su arquiectura y funcionamiento estan
inspirados en el sistema nervioso de los animales. Cada procesador, anélogo a una neurona, recibe gran
cantidad de datos desde otros procesadores y para cada entrada ejecuta Su propio computo de acuerdo
con las funcienes predeterminadas que le fueron asignadas. Para emitir una respuesta {safida) ejecuta una
sumatoria de todos los computos individuales realizados (suma ponderada) y si la sumatoria de esos
procesos es suparior a un valor umbral predeterminado, dicho procesador emite una salida (nica, que a su
vez incide en otros procesadores 5156,

Los modelos actuales de las redes neuronales son del tipo amados de multicapas (ver fig. 7), los cuales

consisten en una capa de euronas® de entrada, una(s) capa(s) de "neuronas” Intermedias y una capa de

salida .
= OO0 EE
- ~\//

tlnuu\ /Hn—a
Capa de

salida

kinsse 3
Fig. 7} En eilado izquierdo de esta figura (modificada do [1] s¢ puede apreciar ef modelo general da una red neuronal anificial y en ¢l fade

darecho una conrelacidn con su contraparta funciona en el sisterna de transduccidn do seAales celulares.

En la entrada de fa conexidn al procesador {"sindpsis”), existe un valor numérico configurable {valor de

ponderacidn de {a sinapsis) qua determina la importancia de esa conexién. Gracias a que este valor es
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mévil, la red puede ser "entrenada® a partir de unos cuantos ejemplos, para correlacionar datos {de entrada
con salida) de forma adecuada. Esto es, 1a red aprende por propagacion inversa, (proceso no iterativo,
donde la respuesta del sislema se compara con un estandar y dependiendo de si el valor de la respuesta
es superior o inferior 2l blanco, se ajusta ef procesamiento del sistema sin alterar el valor de la enlrada)
donde las salidas son comparadas con un blanco y los valores mdviles son ajustados, de tal forma
tendiendo a aproximarse al blanco de salida. Este proceso de aprendizaje continda hasta que la red logra
reproducir el blanco de salida.

Las redes neuronales se aplican donde hay que emitir cierla variedad de respuestas habiendo aprendido
{automaticamente) a partir de algunos ejemplos. Sus aplicaciones son muy variadas: comprasion de dates
(imagenes, audio, efc.), control de calidad de productos, optimizacién de pardmetras, sintesis de voz,
reconocimiento de imagenes, clasificacién de objetos, eliminacidn del ruido en seiales, efc. A diferencia del
sistema experto, el conocimiento de una red neuronal esta representado numéricamente (no a través de
objetos) y, esta distribuido entre todos los elementos que conforman la red, de este modo extirpar una
neurona no afecta el rendimiento del sistema (robustez a través de la redundancia’), pero no es posible

*ver" que es lo que “sabe” una neurona o un grupo de ellas.

Quizés son las redes neuronales la plataforma computacional por la que més investigadores han apostado
en el area de la bioinformética, destacando los trabajos de Bray'788, donde capta en cierta madida &
comportamiento global del sistema, correlacionando estimules - respuesta no lineales. Pero sin realizar

analogias direclas entre ios elementos del sistema y los procesos distribuidos en paralelo (PDPs, muy

" Enteorla de sistemas, se dice que l2 robustez d¢ un sistema s su capacidad para comportarse normalmenta (emitir las
respuestas correctas) a pesar de las perturbaciones que inciden en él.

Asl mismo, sa dice qus la redundancia se presenta en aquellas partes del sistama qua fienen una fusién pero ne san
indispensables. Esto es, alin que sean extraldas, el sistema puede continuar emitiendo respusstas comectas.
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similares a las redes neuronales) en que se basan sus modelos, ni simulando las trayectorias posibles por

las que debiese atravesar el sistema real.

También con modelos basados en PDP's encontramos el trabajo de Schamel y Dick3?, que plantean la
conveniencia de utilizar procesos distribuidos en paralelo para explicar la especificidad de los factores de
crecimiento. En su trabajo establecen que son muy sutiles las diferencias respecto de los  estimulos
recibidos por las células PC12 {como ya se describié en el capitulo anlerior, son neuronas de raton) via
EGF (epidermal grow factor, factor de crecimiento epidérmico) o NGF (neurite grow factor, factor de
crecimiento neuronal) ya que sus respeclivos receptores estdn acoplados a los mismos elementos
corriente abajo. Sin embargo estos estimulos muy relacionados, dan lugar a respuestas muy diferentes,

como en todo sistema no lineal, lo cual es posible establecerlo con un modelo de PDP’s donde patrones de

estimulos muy relacionados dan lugar a diferentes respuastas.

Por ultime, el trabaje realizado por lyengar y Upinder en 1999 representa quizas el trabajo mas serio y
extenso realizado bajo esta aproximacién¥, Donde inicialmente modefan por separado cuatro rutas de
sefalizacion (PLCy-PKC, Ras-Ral-MAPK, Ca/CaM-PKA y Ca+/CaM-CaMKII, ver el capitulo anterior para
estas rutas) con importantes diferencias respecto de ks trabajos {(con ecuaciones diferenciales) de Ying y
Ferrell’®, ya que en cada una de sus rutas contemplan circuitos de refroalimentacion tanto positiva como
negativa, y sus curvas no son solo dosis-respusta, sino qua el estimulo esta compuesto por la relacidn dosis
— periodo (intervalo de tiempo para completar un ciclo), de tal forma que el comportamiento de encendido-
apagado tipo interruptor se logra con simulaciones incluyendo el tiempo como un pardmetro del sistema. Y
posteriormente ellos ensayan [a integracion de estas cuatro rutas de sefializacion hasta crear asi una red

de rutas de sefializacion (fig. 8).
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Fig. 8). En esta figura, tomada ds la referencia [47], se aprecia[a red protéica modelada por estos investigadores, la cual esta compuesta por

cuatro nitas de sefiafizacion (1as activaciones estan marcadas con flachas). Es importante apreciar las mittiples retroalimentaciones del sistema,

asi como las inhibicionas {jiustradas con un punto regro al final de la linea de interaccién)

Estas diferencias les ayudan a estudiar los estados estacionarios que pueden alcanzar sus modelos,
incluso como a partir de un estado basal inactivo, se alcanza un estado estacionario activado ain después
de retirar el estimulo. Esto tiene importantes implicaciones biclogicas ya que eslos sistemas biestables {con
des posibles estados o equilibrios estables en el tiempo) son buenos para almacenar informacion sobre un
proceso relacionade (memoria). Esto Gltimo sucede cuando se presentan activaciones constitutivas fya no
es posible la inactivacién) de elementes como las oncoproteinas Ras o Mapk, y que en ciertas lineas

celulares se derivan en procesos oncogénicos?o.

2.2.3.4 ALGORITMOS GENETICOS
El algoritmo genético aplica come técnica, conceptos de evelucién Darwiniana para resclver problemas de

clencia e ingenieria. La metodologia comienza utilizando un conjunto de arreglos de valores llamada
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*poblacién” para confrontar cada arregio como solucién & un problema cencreto, estos arreglos son
representados como secuencias o "cromosomas” de unos y ceros. Del conjunto inicial se seleccionan los
amreglos (solucicnes) que tiendan a resolver el problema de la mejor manera para ser los "padres” de la
siguiente generacién (poblacion) de soluciones. La reproduceion de los “padres” se efectia; intercambiando
cromosomas de los padres {entrecruzamiento), permitiendo cierto margen de mutacion (cambios aleatorios
en la secuencia binaria) y cierto margen de inversiones.

Todo el proceso se repile muchas veces por lo que, en cada generacidn las soluciones tisnden a ser
mejores que en la anterior. Tras muchas iteraciones se obtiens una muy buena solucion para resoclver el
problema. Un algoritmo genético es, en esancia, un método numérico de solucidn de problemas, por lo que
es muy (il en optimizacién de pardmetros. Por lo que encontramos estos algoritmos genéticos asistiendo a
todo tipo de modelos, incluso aquellos de carécter determinista con base en ecuaciones diferenciales, como
el mencionado modelo GEPASI de Pedro Mendes, para la optimizacién da sus parametros de simutacién 6

rastreo de los mismos & fin de que el modelo se ajuste a cierto comportamiento global.

2.2.35 AUTOMATA CELULAR

Esta técnica no esta directamente relacionada con la inteligencia artificial sino con las matematicas
discretas. Un autdmata celular es basicamente un programa que simuia un ambiente {una reticula) donde
habitan ciertos entes, llamados “células”; cada uno tiene una posicién dnica dentro del ambiente y cierto
numero de estados {gj. vive, muerio, hambriento, etc.). El estado de cada ente es afectado por el estado de
los entes circunvecinos, en algunos modelos por los cuatro adyacentes y en otros por los ocho
circunvecinos, de tal forma la reticula se actualiza en cada instante. El aspecto mas destacado del

automata celular es el patron visual que se forma en el ambiente tras varias generaciones..
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Fig. 9) En esta figura se ilustra una raticula que representa ol ambiente donde existen las Jamadas cétulas, (aqui se representa como un punto
negro,)
Utilizando una variante, en la que cada “célula” se mueve de manera aleatoria y puede celisionar con ofras

Wolfram en 19844 establecid un modelo a partir del cual observd Ia formacién de ciertos patrones en los
estados finales:

1. Desaparecen con el lranscurso del tiempo.

2. Crecen hasta un famafio finito y se estabilizan 0 entran en ciclos.

3. Creen indefinidamente.

4. Crecan y se contraen irregularmente.

Y establecié que, independientemente de las condiciones iniciales y los conjuntos de “reglas® de
interaccion, se pueden establecer cuatro “formas limitantes caracteristicas™

1. Estructura espacial {topologia) homogéneo.

2. Secuencias estades simples o estructuras periddicas

3. Comportamiento cadtico aperiddico (sin que se presente ningdn cicto).

4. Estructuras locales complicadas (sin un patron topoldgico definide), algunas de las cuales se propagan
{como una metéstasis).

Por o que propuso que cualquier modelo basado en esta técnica presentaria estas caracteristicas y que

podrian ser (tiles para simular sistemas bioldgicos reales, como la fermacién de patrones pigmentarios en

la piel de los animales, e incluso que el proceso de transduccion de sefiales podria ser abordado por esta

técnica, Implementande esta técnica, donde los autdmatas celulares representan células de un tejido

Edwards en 1995% simul6 la propagacion de sefiales a través de un tejido, con cierto éxito.

2.2.3.6 REDES DE PETRI
Las redes de Petri es una forma sencilla de modelar el flujo de informacidn y control en sistemas
concurrentes y asincronicos (Peter 1977 y Resig 1985)%43. Donde existen dos fipos de nodes: circulares

{ o sitios) y barras {o transiciones) los cuales son conectados en forma biunivoca a través de ciertas reglas
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que establecen el lugar especifico tanto de los sitios como de las transiciones, pero no pueden conectarse
aleatoriamente (ver fig. 10). La ejecucion es controlada por “simbolos”, esto es, una transicién se puede
iniciar solo cuando hay algiin simbolo (sefial), en los “sitios de entrada”. Después del disparo 108 simbolos

son removidos de fos sitios de entrada, y adicionaimente se adhiere un simbolo a cada sitio de salida.

A partir de 1994 Holcombe (Clak. L A ‘Preliminary Review of Compuiational Models Applicable to Cell Signalling” 1997
htp:livww.csc.liv.ac.uid-taurence/research/prereview.htm) ha venido trabajando con estas redes de Petri para modelar el
“control concurrente del procesamiento enzimético”. En sus modelos los simbolos representan la
disponibilidad enzim&fica (un andlogo de la concentracidn, y la activacion), por lo que continué
desarrollando (junto con Bell & partir de 1985) un modelo altemativo llamado “maquina-X", a través una
red de estados finitos de autématas interconectados, donde los operadores de las reglas de
Interconeccién son funciones de datos lamados “ipo-X”. Estos datos tipo-X son el conjunto de datos

comprendido por el total de las enlradas, ias salidas y los utilizados durante el procesoe.
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Active (enzyme section) Active (enzyme section)
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...Spits into... release channel... .. which in turn
... which activates elther...
.regulatory and
cetakytic s, releases... ..OR proteins such es
LCa target O NF-KB end Fk-1...
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...target proteins. ...the transcription
of genes.

Figura 10. ) Esta figura, tomada de Clark. L A Preliminary Review of Computational Models Applicable to Cell Signaling” 1997
hitp:ifwww.csc.fiv.ac.uk/-aurence/research/prereview.htrnl se muestra una Red de Petri que se he desarollade para intentar incarporer tanto
las nias de sefializacién del calcio como del cAMP en un medelo basado en la aproximacion de “Primer mensajero”. En esta figura el
mensajero extracefular no esta definide, per lo que el simbolo solo puede seguir una de ambas rutas, lo cual define el tipe de “primer
mensajert”. Aqui se nola que pueden existir muchos sfmbolss més en los sitios para ¢l ATP y ef PIP3, Cabe mencionar que foda la
funcionalidad de la rod es lo que Se observa en esta imagen, y se considera una simplificacién a un sistema lan complejo con el que se

dascribié en el capitulg anterior,

Un modelo de la maquina-X estd siendo desarrollade para simular una célula con dos entradas, un
procesador y sitios de salida, con la intencidn de incrementar detalles (por ejemplo a nivel de
interacciones enzima sustrato) en el modalo global con la insercidn posterior de otro modelo de menor

nivel de abstraccion. Por o tanto se requiere establecer jerarquias entre los submodelos, trabajando con
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cada uno a cierto nivel de abstraccidn del sistema real®. Esta aproximacitn se ha propuesto pueda ser Gitit

para desarrollar un modefo del sistema de transduccién de sefales.

2.2.3.7 AGENTES INTELIGENTES

Es una téenica emergente” para abordar los problemas que las técnicas cldsicas de la intefigencia artificial
no habian pedido solucionar. Los agentes, mas que sistemas o madelos, son una melodologia de disedo e
implementacidn de sistemas complgjos con comportamiento discreto. Esto es, el tiempo no franscurre
analdgicaments, sino para intervalos discretos. En su concepcion original, el agente es considerade como
un ente (es como un pequefio programa autdnomo) que puede inter actuar con su medio recibiendo y
enviando informacion, que recibe ciertas encomiendas y aplica sus habilidades para llevarlas a cabo. Por lo
tanto, formalmente se dice que es un proceso auténomo, ya que el agente o agentes no existen sino hasta
el momento de la ejecucion de un programa que los contiene, esto es importante por que su
comportamiento no es estatico como el de un programa, sino que puede modificarse para adaptarse
dptimamente a su entomo de acuerdo con su encomienda. Asi, bajo estos principios se aplica una o varias
técnicas de solucion de problemas para construirio. Estos agentes se han aplicado en el control de sondas

espaciales, para andlisis de imagenes, para blsqueda de dalos en Intemet, en robots auténomos, etc.

Un trabajo tebrico que aplica esta metodologia enfocada al sistema de transduccion de sefales es ef
reafizado por Schwab y Pienta™, quienes en 1996 realizan una conceptualizacion del cancer come un
sistema adaptable complejo, y en 1997% aporan las caracteristicas de los mencionados sistemas,
carrelacionandolos con el sistema de la transduccion de sefiales, proponiendo las conveniencias de

modelar el sistema bioquimico utilizando sistemas distribuidos muitiagentes, a los cuales definen como los

“ En 1a teoria de la compiejidad, una propiedad emergents es aqualta que sa sitiia en un nivel de funcionalidad suparior a los

componantes de un sisterna. Esto es, es una caracleristica global del sistema que surge de las interacciones de los elementos
del sistema. {ver mas adeiants)
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componentes actives de los sistemas complejos y adaptables. Adicionalmente sugieren el uso de otras
metodologias de selucién como los citades aigoritmos genéticos para auxiliar a su modelo a evolucionar y
lograr una mejor funcionalidad. Concluyendo que el sistema da la transduccion de sefiales a nivel unicelular

pudiese servir como un subsistema para modelar el proceso de carcinogénesis.

Andlogos a los trabajos de Bray con las redes neurcnales estan los trabajos de Palon en 19334, bajo el
enfoque ds sistemas multiagentes, en donde parte de la premisa de que Ia ¢calula pude ser vista como una
red de componentes funcionando en paralele. De esa forma , el procesamiento de la informacion (durante
la transduccitn de las sefiales) estaria distribuido entre cierte nimero de agentes que pueden trabajar
independientements pero con posibilidad de comunicarse entre si. Por lo tanto es posible modelar cada
“nodo” en la red de transduccion de sefiales como un agente local individual, con la habilidad de realizar su

respaectiva tarea y comunicarse con otros agentes.

Recientemente Paton y Fisher (1999)4 amplian su propuesta al considerar af sistema de transduccién de
sefiales como un proceso estocdstico pero auxiliado por efectos de localizacién de clertos elementos
acorde con las ftimas evidencias provenientes del area de investigacion experimental. De tal suerte que
consideran a las proteinas involucradas, como entidades fuerements dependientes de su contexto, y
consideran que fos trabajos de Bray cen redes neuronales se encontrarian con serias dificultades para
incorporar este nuevo factor de helerogeneicidad espacial {de hecho esto también es complicado para
modelarse via ecuaciones diferenciales), por lo que insiste en [a conveniencia de modelar al sistema de
manera global via agentes computacionales. Aclarando que, i bien esta metodologia es mas adecuada,
no necesariamente cada “agente” debe representar una proteina como tal, sinc mas bien reproducir su
comportamiento. Por todo lo anterior y por coincidir con muchos planteamientos de esta aproximacitn

basada en agentes se considerd conveniente el incluir una breve introduccion a las bases tedricas que dan
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sustento a esta nueva aproximacion, que mas que estar relacionada con una técnica de inteligencia

artificial en particular, se relaciona con los planteamiantos de los sisternas complejos y Ja vida artificial.

2.2.4 TEORIA DE LA COMPLEJIDAD.

En los {ltimos afios ha surgido una nueva metodologia para el estudiar y modalar de sistemas que tengan
un elevado nimero de grados de libertad (no lineales). Esta aproximacion es inductiva (opuesta a lo
tradicional), y fa finalidad de! modelo generado por ella, es demostrar que el sistema se comporta en forma
logica®. En esta nueva aproximacion, los componentes individuales del sistema son "reducidos” {del
concepto reduccionista) hasta sus caracteristicas esenciales y solo son preservadas aguellas
caracteristicas comunes a todos los compongntes. Estas caracteristicas son parametros con valores
asignados sobre la base de que tan necesarios son para el éxito de un componente individual dentro del
contexto de su ambiente. Pero adicionalmente, se incluyen mecanismos de modelado que permiten a los
componentes individuales, que puedan experimenten con el peril de sus caracteristicas y sean capaces
de adaptarse a su entorno. Para lograr -esto, se deben establecer reglas simples acerca de las
interacciones entre los elementos del sistema, y estas reglas deben ser disenadas para permitirles a los
elementos de! modelo, flexibilidad a! interactuar con su entorno. Esta flexibilidad es la que hace posibles
respuestas no lineales®.

E! rigor matemética (formalismo) que se desprands de lo antericr (teorfa de la interaccidn), a demostrado
ser adecuado para implementar y aproximarse inductivamente al modelado de sistemas ne lineales
empleando lo que se conoce como la teoria de la complejidad. En la base de fa teoria de la complejidad se
encuentra fa ciencia de! caos y de hecho, a dos de [os principios de 1a teoria del caos se les alribuye los

fundamentos para el desarrolio de la teoria de la complejidad. El primero es 6! uso de los ya mencionados
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modelos no lineales. La no-inealidad es responsable de la “sensibilidad” de los sistemas complejos a las

condiciones iniciales, también conocida como el “efecto mariposa”.

E! segundo aspecto que el formalismo de la teoria del cacs hereda a fa teoria de la complejidad es el
"atractor extrafio” o simplemente el "atractor™3%54, Esto es, en un madelo fineal, dado un conjunto de
condiciones iniciales, tienen su correspondencia (respuesta) en un estade discreto, 0 un arreglo de
nimeros. En cambio, los sistemas no lineales son muy sensibles a las condiciones iniciales, esto es, que
una alteracién pequefia en los valores de los parametros iniclales de un proceso dado, puede llevar a
resultados muy lejanos respecto de! correspondiente al conjunto inicial. De tal forma que los sistemas no
lineales no ocupan estados discretos, sino que producen un rango de posibles estados que el sistema

puede ocupar. Por ejemplo en un ecosistema estos estados pueden representar diferentes nichos

estrechamente relacionados.

Sin embargo ka no-linealidad y los “atractores” no son suficientes para modelar sistemas complejos®4,
Los modelos cabticos son solamente “reactivos” (reaccionan a su entomo) mientras que los sistemas
complejos son "proactivos™ (son capaces de modificarse a si mismos y a su entomo como respuesta a sus
necesidades Intemas). Esto es, los sistemas complejos poseen mecanismaos intrinsecos que les permiten
medificarse a si mismos en respuesta a cambios de su entomo. Adicicnalmente a la reaccién por e
cambio de condiciones los componentes individuales de los sistemas complejos son capaces de alterar
sus atributos de tal forma que les pemitan sacar provecho de su entormo. {Por gjemplo a través de

mutaciones) Esta adaptacidn se da en la forma de interacciones maleables entre componentes de un

* En teoria del caos se conoce a un atractor como la regidn espacial hacia donde tiende un sistema, Un analogo quimico puede
encontrarse en los orbitales moleculares, que son regiones aspaciales donda ss dice, existe una mayor densidad probabilistica
de encentrar a un slectrén. Esta analogla es Otil para imaginar las caracteristicas de un atractor tridimensional, sin embargo
existen atractores en dos dimensiones e incluso puntuales, pero fa principal diferencia esta en qua en un sistema, no imporla
desde qua punto se parte, (solo depends de la cuenca de atracein) el sistema tiende a sncontrarse dentro del atractor.
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sistema. Estas interacciones pueden llevar a propiedades globales del sistema. En otras palabras, é!
todo es mas que la suma de las partes. Esta caracleristica es conocida como complgjidad emergente y los
sistemas que tienen este comportamiento son conocidos como SISTEMAS ADAPTATIVOS

COMPLEJOSS,

Adicional a la complejidad emergente, todos los sistemas adaptativos complejos estan compuestos por
siete caracteristicas bésicas. Cuatro de ellas son propiedades: agregacion, no-linealidad, flujo, y
diversidad y las otras tres son mecanismos: etiquetamiento, medeles intemos y bleques de construccion.

La Agregacidn se refiere a que una vez realizada la agrupacion y categorizacidn (en el paso de
efiquelamiento} de componentes del sistema a fin de simplificar el modelo, la complejidad emergents

regresa al modelo debido a la “agregacion” (propiedades que surgen del agregado), de estos componentes

simples3s.s4,

La no-linealidad resulta de los diferentes niveles de interaccion entre los componentes, de tal forma que
una accibn pequefia de un componente puede flevar a una respuesta global del sistema. (en teoria de
sislemas u sefiales en particular, surge de la interaccién de sehales que independientes para dar una
respuesta global no lineal).

El Flujo se refiere a la transferencia de informacion y recursos entre los componentes del sistema, lo cual
tiene dos efectos, la amplificacién que se presenta cuando un recurso es pasado a lo largo de una cadena
{esto debe resultar familiar para el caso de la transduccién de sefales celulares a través de mdttiples
pasos) y en el cual se produce un cambio en cada elemento de la misma, y un efecto de retroalimentacion
resultado de la presencia de ciclos a lo largo del sistema.

La Diversidad es una propiedad progresiva que emerge cuando los componantes van llenando los "nichos”

disponibles del sistema, de manera tal que se pueden presentar nuevos tipos de interaccidn entre los
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mismos componentes. Esta propiedad es bien conocida por la genética de poblaciones, y en esa area del
conocimiento, la todas las fuentes de diversidad (apareamiento aleatorio, flujo génico) tienen su origen en

la mutacion.

El Etiquetamiento son los distintivos por medio de los cuales los componentes individuales de un sistema,
pugden ser reconocidos y reconacer los datos de su entorno. Estos datos son empleados junto con las
reglas hasicas que rigen a los componentes para construir los modelos infemos, (puaden verse como
modelos més pequefias, que se pueden observar a un nivel de descripcidn intermedio entre el modelo
global y los componentes del mismo o “agentes inteligentes” antes descritos) sobre los cuales los
componentes del sistema basan sus acciones e interacciones. Asi, 1as estructuras basicas gue un sistema
utiliza para construir sus componentes individuales son referidas como los blogues de construccion Estos
bloques de construccién son utilizados para construir los agenfes infeligentes basados en reglas (o
simplemente “agentes”. De tal forma que los agentes son los componentes activos de los sistemas
adaptativos complejos, y estan compuestos por un conjunto de reglas “estimulo-respuesta” que define sus
acciones. Individualmente cada regla es simple y son las interacciones entre reglas las que llevan a un

comportamiento global complajo emergente.

Concluyendo, la teoria de la complejidad puede verse como una metodologia alternativa para el modelaje
de sistemas complejos y es posible y conveniente implementarta con los llamados agentes inteligentes
distribuidos en paralelo, aunque esto Ultimo no es excluyente del use de ofras técnicas. Por lo que, por
ejemplo, es posible utilizar algoritmos genéticos para lograr la mencionada adaptacién de los agentes, a
través de la optimizacion de los pardmetros de los agentes, y que asi estes sean capaces de adaptarse a
su entomo. Andlogo a esta metodologia de algoritmos genétices, pueden utilizarse ofras herramientas

tanto de la bioinformatica como de la ya mencionada computacidn numérica, para incrementar la
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3 Discusion.

3.1 REDELIMITACION DE LA TRANSDUGCION DE SENALES?

Desde los primeros modslos bioquimicos del sistema de la transduccitn de sefiales, donde se le
concebia como rutas independientes de activaciones en cadena, hasta la nueva visién de una
red protéica con dinidmica no lineal, el concepto de la transduccién de sefales ha venido
modificandose para tratar de explicar los datos experimentales, que en muchas ocasiones
parecian contraponerse. Sin embargo adn esta vision de red protéica podria quedarse corta para
explicar las mencionadas respuestas de largo plazo. Es probable que esta visién de la
transduccion de sefiales, restringida a eventos en membrana celular y citoplasma sea histdrica,
pero no necesariamente adecuada. Por lo tanto cabe preguntar si es necesaria una redefinicién
de la transduccién de sefiales celulares, donde se considere la inferaccidn de los genes entre si
mismos y para con la denominada red protéica como parte del procesamiento de la informacion,
con miras a definir un modelo de representacién del mismo sistema de transduccidn de sefiales

celularas.

En todos los trabajos analizados en este estudio, existe consenso respecte del concepto de
estimulo: aqusllas moléculas que interaccionan especificamente con un receptor celular,
generalmente situado en la membrana celular, y cuya inléraccién desencadena una respuesta por
parte de la célula, Si bien esto puede presentar miltiples variantes como las mencionadas en la
introduccion, no es indispensable su inclusién en el modelo que se desarrolle acerca de la
transdcucién de sefiales ya que los estimulos no son parte del sistema a modelar, sino lo que
desencadena el funcionar del modefo. Esto es, los estimulos son los datos que deberan

correlacionarse con las respuestas que emita el modelo.
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El sistema a modelar, es ¢l procesamianto de la informaclén, tanto de la sefial extracalular
como def estado celular. Se ha sugeride que este procesamiento de la informacién se fieva a cabo
en espacio y tiempo en una red proteica y que esta podria ser dividida en tres regionas espaciales
{ver fig. 12) principales: a)Membranal, con particularidades propias de mecanismos de {lujo a
lravés de fa misma (sistema dindmico en tres dimensicnes) y de difusidn a lo largo de ella
{sistema dindmico en dos dimansiones), b)Citoplasmatica. Donde tiens lugar la quimica en
solucion, pero con las complicaciones espaciales mencionadas que impiden hablar de una
solucién homogénea, dadas las posibilidades de compartamentalizacién y focalizacidn antes
mencionadas. ¥ ¢) nuclear, contemplandose solo el flujp de las proteinas aclivadas que

selectivamente se introducen para aclivar genes especilicos, sin analizar las dependencias para

ia activacién entre ganes,
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Fig. 12) En esta imagen, se muastran la division n las posibies regianes cofulares de procesamiento, membrana oloplasma y

ndcleo. Asi como ko que se propons como respuestas de corlo y Jamo plazo. Adicionalmenta se observa en esle gtquema
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propuesto por Cutran y Morgan en 1987 {en la red. {28]), que a nivel de niclea se llevan a cabo una serie de refroalimentaciones
tanto para el mismo nivel genélico como hacia fa expresién de proteinas citosflicas. (tomada de la referencia [28])

Sin embargo la red proteica descrita termina, en la mayoria de los casos, en factores de
transcripeion que son proleinas que intervienen en el niicleo para la activacion de determinados
genes a través de la interacion con sus regiones reguladoras conocidas como promotaresi®7,
Estos factores de transcripcién son especificos en e reconocimiente de secuencias de ADN
conacidas como elementos de respuesta (response elements) dentro de las regiones promotoras,
y como estas secuencias las pueden contener un conjunto de genes, un factor de transcripcién
pueda aclivar a un solo gen o a un conjunto de genes.

Esta activacion de los genes por los factores de transcripcion a travas del reconocimiento de ios
elementos de respuesta, nos llevaria a considerar la “suscépﬁbilidad" de un gen para ser activado
o no, como sus condiciones de empaguetamiento en la cromatina, su grado de metilacién y de
acetilacion ete, lo cual se discutird mas adelante. Pero un punto, quizas mas relevante al respecto
de los factores de transcripcion, es lo desconcertante que resulta que algunos de ellos tienen
como secuencias de reconocimiento a enhancers, los cuales promusven la transcripcién de los
genes que existen en su vecindad, en el espacio tridimensional del niclec, por lo que pueden
activar inespecificamente a genes en ¢fs en Irans, corriente arriba o comiente abajo, lo cual
aparentemente es muy inespecifico a menos que se considare el estado de la cromatina (ver mas

adelante)®.

Un ejemplo muy importante, por ser donde convergen las rutas de las MAPK's cinasas, es el

factor de transcripcién dimérico AP1(ver fig. 13). Este dimero reconoce especificamente a una
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secuencia llamada TRE, pero esta secuencia va ha favorecer inespecificaments, a todos aquetlos

genes que e encuentren comiente armba o coriente abajo de ia misma®.

ERK INK/SAPK
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i
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Fig. 13) En esta imagen 2o aprecia (en ¢ ledo superior deracha) qua existe un hetarodimero AP1 formado por las protainas e-jun y

ATF2 y cuyo producto de activacion va a ser la misma proteina c-Jun. Mientras tanto, se aprecia (en e tado superior lzquendo),
como una sefial proveniante de las MAPKs cinasas {la cinasa ERK aclivada) activa la produccin del factor de transeripeion ¢-Fos,
Por (#imo, 5o observa (al cantro) como ¢ faclor de transcripeidn dimérico AP1 lambién puede estar compuesin por fas
oncoprotainas ¢-Jun u ¢-Fos, y que oste nueve dimero va a realizar una mtroakimetacion posiliva en e activacidn, y para la
produccidn do mas oncoproteina c-Jun. (mockficada de [12])

Asi, en el caso del dimero AP1, se sabe que en su forma basal existe como un heterodimero
formado por et factor de transcripcién ATF2 y la oncoproteina c-Jun (ver fig. 13 parle superior
derecha). Pero toda vez que como respuesta a la actividad de las MAPKSs cinasas se activan los
factores de transcripcion {y también encoprotelnas) c-Jun/c-Fos y se forma el heterodimero AP1,
exisle una compstencia entre los dos tipos de AP1 por su secuencia de raconocimiento TREZ,
Adicionalmente se sabe que uno de los genes blanco da este enhancer {TRE) es el que codifica
para el factor de transcripcién ¢-Jun, por fo que se prasenta una retroalimentacion entra la lima
elapa de [a red proteica mencionada y lo que comenzarfamos a vislumbrar como una red

gendtica.
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Lo anterior indicaria que existe un punto de convergencia entre las redes genética y protaica, y
que es alli donde tiene lugar una perturbacién del estado basal (léase, linea celular) de la
expresién de genes. Esta perturbacién bioquimicamente se realiza en pasos, primero a través del
desplazamiento del heterodimero AP1 ATF2/c-Jun por el heterodimero AP1 c-Jun/c-Fos en la
sacuencia TRE. Acto seguido y via retroalimentacién positiva, se logra una amplificacién a nivel
de red genética de la sefial, incrementando los niveles nutleares de los productos de genes
inmediatos como c-Jun y por tanto del dimero AP1, Es a partir de esla amplificacién que podré
llevarse acabo la diversificacién de la sefal para la activacidn de otros genss que también son

susceptitles de ser activados por la secuencia de! enhancer TRE.

Por lo descrito para el caso del ubicuo factor de transcripcidn AP1, parece que la delimitacion de
la transduccién hasta los factores de transcripcion sin sintesis de novo s meramente arbitraria y
no necesariamente conveniente para representar el comportamiento global dal sistema. Por lo
tanto pante del procesamiento de la infermacion se encuentra delegada en lo que seria la lamada
red genética. Andloga a la red proteica antes analizada, esta red genética debera contar con un
astado basal en funcion de la linea celular en cuestion y de su estado dentro del ciclo calular,
como los puntos de anclaje con la matriz nuclear, MAR {matrix adhesion region), sus
conformacién como heterocromalina, proporcién de acetilacion y metilacion ete. Todo lo cual, en

conjunto se viena proponiende como el estado de! nucleotipo.

3.2 ANALISIS DE LAS METODOLOGIAS DE SOLUCION.

Existen dos areas que intentan abordar el complejo comportamiento del sistema de transduccion

de sefiales celulares; A) La bioquimica tradicional, entendida como cinética enzimatica, B) la
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nueva ciencia de la bioinformatica, integrada por mifliples metodologias tomadas de fa
inteligencia y vida artificial. La diferencia basica entre los primeros y los segundos radica en el
nivel de informacion al que se aborda el sistema original y los alcances de los mismos. Mientras

que los primeros son de caricter determinista, los segundos son de naturaleza fenomenolégica.

En ambos casos el desarrollo de los medelos tedricos ha tenido que esperar, y no solo porque la
estructura matemdtica para abordardos es relativaments nueva (sistemas de ecuaciones
diferenciales en &f casc de los sistemas tradicionales y los paradigmas de la bicinfermética en el
segundo), sino porque no existian los datos e informacién suficientes para elaborar algin modelo
ni tampoco existian los medios para corroborar los posibles modelos. Asl es hasta ahora que el
cumulo de informacién amrojada por las nuevas tecnologias aplicadas en laboratorios al rededor
del mundo, que ambos enfoques intentan integrar este tipo de sistemas no lineales, ahora
asistides por el poder y velocidad de calculo de fas computadoras, que se han constituido en el

laboratorio ideal para desarrollar 1a biologia molecutar in silico.

3.2.1 LAS APROXIMACIONES TRADICIONALES

éaio la aproximacion de la bioquimica tradicional, el problema de la transduccién de sefales
quizds podria reducirse a una cinética enzimética de extrema complejidad. Sin embargo, se
tendrian que integrar diversas areas mas alld de la cinética en soluciones homogéneas. Por
gjemplo, para el caso de la activacion de la oncoproteina hidrolizadora de GTP Ras, el efacto
focalizador en membrana por las estrucluras conocidas como caveolae, requiere de un
tratamiento especial. Adicionalments, la difusién a lo largo de fa membrana intema cltoplasmética

para la activacién de SOS y el reciutamianto a este complejo de Raf-1, representan una cinética
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de reacciones parecidas a las que se llevan a cavo en sistemas de reaccidn-difusion en dos

dimensiones,

Por otro lado, en la regién citosdlica podria pensarse que si aplica la quimica en solucién, pero
como ya se describié se presentan efeclos de focalizacion dabido a la interaccién de algunos
elementos con el citoesquelete. Asi mismo, fuera def rango de la quimica en soluciones
homogéneas, existe el flujo de ciertos elementes a través de membranas, como el paso de la
versién activa de la proteina cinasa ERK hacia el nicleo. Por todo lo anterior, se tendrian que
integrar sistemas numéricos especializados para cada area, acoplarlos y finalmente optimizar sus

pardmetros para conseguir una buena correlacién para el modelo del sistema original.

Lo anler;or ademas de requerir expertos en diferentes 4reas, presenta como principal limitante el
requerir de todos los pardmetros que intervienen en los diferentes fendémenocs fisicoquimicos
descritos y que son indispensables para establecer un modelo determinista, lo cual actualmente
no es posible. Esto es, para establecer un modelo cinético es necesario conocer todas las
especies quimicas que intervienen en el sistemna tanto al nivel de reactantes como de productes y
para cada uno de los pasos. Lo anterior representa un serio problema para la transduccién de
sehales, ya que existen muchas de interacciones potenciales, tanto especificas como

inespecificas no comprobadas, pero pueden dar lugar a la formacién de complejos multiprotéicos

hasta ahora solo intuidos.

Por lo tanto el supuesto "ruido estocastico” que se genera a través de las interacciones hasta
ahora consideradas como inespecificas, bien pudiese contener un significado desconocido v ser

un objeto de estudio en si mismo. De omitir estas interacciones inespecificas se pierden dos
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caracteristicas imponantes del sistema, la primera referente a la quimica en general, que es
"constructiva® (genera nuevas estrucluras a partir de reaclantes), y la segunda al sistema de
transduccion de sefiales, que es de naturaleza combinatérica debido a la existencia de los
mencionados dominios ubicuos, que generan estructuras modulares tanto a nivel de una unidad
proteica como de complejos multiproteicos. Por o fanto existiria un importante sesgo de

informacion si se omilen estas caracleristicas desde el origen del modelo mismo.

Todo lo anterior sugiere que el modelo que pretenda integrar estos diferentes niveles de
interaccion del sistema de Ja transduccién de sefiales, debera ser un modelo capaz de auto
organizarse, evolucionar y adaptarse para lograr una buena correlacién con el sistema real. Esto
es, en la naturaleza para introducir control (aute crganizacidn) a un sistema estocéstico existen
dos mecanismos conocidos; a) la retroalimentacion que asegura llevar los parametros del proceso
dentro de un rango determinado y b) la robustez que adguiere el sistema frenle & variaciones
extemas a través de [a redundancia de dilerentes elementos que presentan traslape de
funciones. Sin embargo para los ofros puntos no existen reas tradicionales en bioquimica para
ellos, por lo que sé consideran importantes las aproximaciones de la inteligencia y vida artificial

para resolver el planteamiento de un modelo para ia transduccion de sefiates celulares,

3.2.2 SOBRE EL ENFOQUE DE LA BIOINFORMATICA

Una impresion inicial es gue la bisinformética se pedria ver fuertlements robustecida incorporando
mas fundamentes tedricos a su estructura, provenientes de la tecria de fa informacién.
Aportaciones tales, como los limites, alcances y correlaciones con fos fendmanos hioldgicos a que
deben su origen técnicas como los llamados algoritmos genéticos, redes naurcnales, redes de

Petri, autdmatas celulares etc.
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Par otro lado, un planteamiento inicial que suele hacerse {y quizas primer arror conceptual} en los
modelos de la bisinformatica se basa simplemente en que “el proceso de la Transduccién de
Sefiales que realiza una célula rememora claramente una unidad de procesamiente.” Cuando se
pierde la realidad histdrica de que estas unidades de procesamiento surgieron de sobre
simplificaciones de alguna caracteristica funcional, que se ha observado tiene éxito en los
sistemas bioldgicos.

En cualquier case, un paso inicial impartante es el planteamiento y conceptualizacion del sistema
original para realizar algin modelo, De tal forma que un paradigma inicial es definir cual es el
minimo de procesos bioquimicos involucrados en fa transduccion de sefiales capaces de describir
ese manejo de la informacién por el sistema celular. Un segundo paso es extraer las
caracteristicas bésicas de las que dependen cada unc de esos procesos. De tal torma que cada
uno se pueda caracterizar de forma dindmica e inter conactada con los demés. Con la mayor

simplicidad posible pero captando el comportamiento globai del sistema.

Como el presente trabajo estd enfocade con la aproximacion de la bivinformética se considerd
importante realizar como parte de las conclusiones del mismo, una propuesta que pudiese servir
de base para algin trabajo relacionado con el modelaje del sistema de transduccién de sefiales.
Por Io tanto esta propuesta esté realizada pensando en el tipo de herramientas con que cuenta la
bicinformatica. Asf las sub divisiones y calegorizaciones que pudiesen sonar arbitrarias desde el
punto de vista bioquimico, encuentran su razén de ser en la operatividad misma de estas

herramientas.

3.2.3 PROPUESTAS DE CONCEPTUALIZACION,
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Resulta importante relacionar esta seccidn con lo descrito en el capitulo de la Informacién General
para la naturaleza del sistema, donde se resaltdé que se trata de una serie de procesos
estocasticos acoplados en forma tal que se obliene una alta precisién en las respuestas. Y es
debido a esa naturaleza estocastica que el sistema puede obtener variabilidad de respuestas {no
linealidad), adaptarse, absorber cambios externos sin alterar su funcionamiento {robustez), efc.
Pero como ya se menciond, en el sistema de fa {ransduccion de senales celulares deben existir
mecanismos de regulacion y control para llevar a cabo su finalidad de emitir respuestas precisas.
3.2.3.1 CARACTERISTICAS DE LOS PROCESOS BIOQUIMICOS PARA EL DISENO OE
MODELQS DE TRASDUCCION DE SENALES.

1) Patrones Iniciales en la existencia de diferentes elementes involucrados en la
Transduccion de la sefial. Se propone que existen tales patrones ya que se observa que una gran
cantidad de elementos que intervienen en la transduccion de la sefal resultarian redundantes de
no existir estos patrones. Por ejemplo, para &l modele de las proteinas G, existen por lo menos 16
subunidades Ga, 5 G y 11 Gy y existen restricciones para las posibles combinaciones entre las
subunidades ofly por lo que en realidad algunos dimeros GPy no existen en condiciones
fisiolégicas y no todos las subunidades Go pueden interaccionar con todos los dimaeros Gfy. Asi
lo que sucede es qua esle sistema de las proteinas G provee de flexibilidad, para que diferentes
receplores puedan activar diferentes patrones de complejos offy y a su vez, las diferentes
subunidades G asi como Gy pueden activar diferenles enzimas efectoras.

2) Patrones de combinacion, de las posibles sefiales de entrada. Queda claro que el
reconocimiento de las sefiales externas esta en funcién del tipo de receptores con que se cuente,
sin embargo, para un instante dado existe una combinacién de sefales extra celulares que

inciden sobre una célula. Por lo tanto, es muy probable que existan o sean condicion para
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provocar una respuesta paricular, un conjunto de sefales. De |as cuales podrian haber elementos
con un nivel de concantracion que se podria considerar "basal” (un ejemplo seria iones de Ca?+),

pero que se requiera de un incremento en los mismos para inducir una respuesta particular.

3) Transmislén secuencial de fa Transduccién de Sefiales. Esta estructura lineal, es util
para fepresentar con un numero particular de pasos rutas diferentes como una aproximacién
inicial de disefio. Esto a demostrado en s mismo generar nuéva informacion, como en &l caso
analizado y ya disculido del trabajo de lyengar y Bhalla. Donde la ultrasensilividad surge de esta

estructura secuencial y no solamente del echo de que cada elemento de estas cascadas son

enzimas alostéricas.

4) Estructura modular, esta propiedad debe ser tomada en cuenta por cualquier modelo ya
que la formacion de estructuras por combinacion de médules organices es una caracteristica
ubicua y muy importante. Como en los casos para las interacciones entrs secuencias
polipeptidicas conas {subdominios) y 1os dominios SH2 de una cinasa con otra. Asi como las
interacciones de los dominios SH3 PDZ, WW, y PH, que dan lugar a fa formacion de los complejos
proteicos como AP1, {compuesto por homodimeros Jun-Jun. O heterodimeros Jun-ATFz (basal);
o Jun-Fos). O los complejos multiprotéices a nivel de membrana Ras-Raf-1-HSPOQ-HSPX-14_3_3
+ activadora de Raf-1: SRC 4 PKC o PKA .

3.2.4 MECANISMOS BIOQUIMICOS DE CONTROL

3.2.4.1 MECANISMOS BIOQUIMICOS DE DIVERGENCIA Y CONVERGENCIA

Combinacién entre diferentes elementos que permiten fa convergencia y divergencia debido a la

homologia entre estrucluras guimicas compartidas por los diferentes elementos (dominios,
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regiones, secuencias) de tal forma que tienen lugar interacciones especificas (con algin
significado) entre diferentes elementos de las flamadas diferentes rutas. Esta caracteristica

combinatdrica esta en funcidn de la afinidad.

Afinidad la cual va a determinar las posibles interacciones entre los elementos involucrados en ia
Transduccion de la Sefial. Tanto al nivel de combinaciones entre los mismas, como la secuencia
an que se fleven a cano los evenlos, ya que esta afinidad es a su vez funcién del estado del
objeto en cuestion, esto es, de su alosterismo en el caso de las protein cinasas alostéricas, o el

estado de los nuevos objetos creados.

3.2.4.2 MECANISMOS ESPECIFICOS DE DIVERGENCHA,

Via divisién de elementos involucrados en la Transduccién de la Sefal, come la que suceds en
los complejos multiprotéicos tal es el caso de Ya liberacién del factor de intercambio SOS, o la
divisién de las proteinas G en sus subunidades Got y GPy las cuales pueden tener cada una

funcién especifica. O bien el caso de zimdgenas donde destacan PKA y MEKK

Amplificacion de la sefial. via incremento en las concentraciones de las versiones activas de los
elementos de las cascadas de activacidn, por regla general en cada paso parece incrementarse

en un orden de magnitud 1a intensidad de la sefial respecto de la concentracién de las versiones

activas de las protein cinasas.

Umbrales de concentracion de fas versiones activas o aclivadas de los diferentes elementos

involucrados en la Transduccién de la Sefal. Estos umbrales de concentracion tienen una
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dindmica intrinseca y dan lugar a bifurcaciones entre rutas paralelas. Estos umbrales de
concentracion suelen ser funcidn del periodo en que se mantiene activado el miambre anterior de

una cascada de activacién.

3.2.4.3 MECANISMOS ESPECIFICOS DE INTEGRACION

Via adiclén, partiendo de la premisa de que los elementos involucrados en la Transduccién de la
Sefial estan compuestos por subestructuras medulares como los dominios proteicos. La adicién
de complejos multiprotéicos podria en entenderse como un mecanismo de integracidn de sefales

da origen diverso que inciden en un momento dado sobre una célula.

Computa Individual de la sefial por cada uno de los elementos involucrados en la Iransduccidn
de seftales, via diferentes estados de fosforilacion. Con este se hace referencia a la modulacidn
de la activacién de cada elemento a escala proteica, alosterismo expresado en Ics diferentes
estados en que puede exislir cada una de las protein cinasas. Un caso bien documentado es la
compleja activacién de la oncoproteina Raf-1. Finalmente esta caracteristica incide sobre la

afinidad que presentan unos elementos raspecto de otros

3.2.4.4 MECANISMOS BIOQUIMICOS DE CONTROL.

Retroalimentacién positiva y negativa. En los sistemas bioguimicos suele presentarse la
reftroalimentacion para asegurarse que el proceso tienda a llegar {via amplificacién) o mantenerse
dentro de un rango especifico de concentraciones ({eoria de control de sistemas). Existen casos
particulares en que lo que se pretende es que exista una cota superior 0 méxima de un pardmetro

y en tales casos por ejemplo, se da la retroalimentacién inhibitoria por producto. En otros casos lo
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que se desea es que exisla una cota inferior © un minimo de tal forma que se da la
retroalimentacion positiva por producto para amplificar la seiiat a dicho (Como en el caso de fa

transcripcion del facter de transcripgidn C-Fos, favorecida por fa misma oncoproteina)

Redundancia visla como un mecanismo que asequra el correcto funclonamiento del sistema a
pesar de perturbaciones extemas (robustez via redundancia). De esta forma como a quedado
claro existen mditiples elementos con funciones analogas, tanto por que algunos pertenecen a
una misma familia de proteinas, como por que ofros presentan los mismos dominios que generan

cruces de interaccidn entre diferentes rutas de sefalizacion.

Modulaclén de [a frecuencia, en funcion del nimero de pasos de la sefial a través de diferentes
elementos de transduccidn, esto es en forma interesante se observa que estd perfectamente
conservade a través de la evolucidn un ndmere de etapas en que se lleva a cabo ia activacidn en
forma de cascadas. En este sentido es importante hacer notar que existen caminos mas cortos
para akgunas de estas cascadas, por lo que es interesante analizar cual es el efecto obtenido bajo

esta aftemativa. Un caso lipico es la activacion de ¢-Jun tanto por la via de Ras como por la via

corta con la proteina TPA,

Madulacion del periodo definido como el tiempo caracteristico que debe tener cada slemento en
un estado delerminado, lo cual tiene dos repercusiones: A) esto influye sobre la amplificacién
global de la sefial, ya que se pusde incrementar la concentracion a partir de alguno de los pasos.
B) Puede influir sobre la secuencia de los eventos, ef sistema no es heuristico sino que se trata de
una secuencia de evenlos 0gicos, y si esto llegase a fallar puede tener graves repercusiones en

el mismo {caso de oncoproteinas resistantes a la inactivacién, caso mas tipico Ras) En el sistema
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bioguimico, estos intervalos de tiempa son el resuitado de las caracteristicas bioquimicas de los

elermentos involucrados.

Depuracion de ruido. Este mecanismo se sabe que existe, y estd representado en la
desfosforilacién inespecifica, a través de las prolein loslatasas. Ya que si bien existe
desfosforilacion especifica por las protein fosfatasas esta no es la considerada en este punto sino
dentro de los mecanismos de controt por retroalimentacién negativa. Este mecanismo estd
siempre presente, y en equilibrio con como las interacciones inespecificas, producen activaciones
de diversos elementos a muy bajas concentraciones. Esto es, la actividad de las fosfatasas
desfosforila todo en general, limitando el "nivel de activacion basal® da diversos elementos a un
equilibrio de muy bajas concentraciones, a menos que se sobre pase un umbral de actividad,

sliminande asi el *ruide” debido a las mencionadas aclivaciones inespecificas.

3.2.4.5 OBJETOS DE ANALISIS.

Patrones de salida. En este punto, si el modelo esta establecido para una red proteica, el punto
final son los factores de transcripcién a nivel nuclear. De tal forma que deberan monitorearse
cuales de esos factores de transcripcidn se encuentran activados y en que proporcion. En lo
anterior debe tenerse especial cuidado en diferenciar las isoformas con que cuenten las mismos.
El caso mas notable es el del dimero AP1, el cual se encuentra en niveles basales constituido por
la oncoproteina c-Jun y la proteina ATF2, unido a su secuencia de reconocimienta TRE, con la
afinidad que le contiere dicha combinacion. Sin embargo este heterodimero canstitutivo ha de ser
desplazado por la formacién de las versiones activas (fosforiladas) de los homodimeros AP1 Jun-
Jun o bign por los heterodimeros AP1 Jun-Fos. Para los cuales varia en tan solo una base la

secuencia de reconocimientc TRE. Por supuesto aqui es posible y deberd darse un
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enfrecruzamienio en el reconocimiento, quedando la respuesta como funcién ds fa compatencia
que hagan estos diferentes facteres por dichas secuencias en funcidén de sus afinidades y sus

concentraciones.
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4 Conclusiones

El sisterna de la transduccion de sefiales como se ha visto tanto en la informacion general como
en el analisis de las propuestas tradicionales, es un sistema muy extenso. El cual incluye muchos
fendmenos que obedecen a diferentes leyes fisicoquimicas, que para el caso de la bioinformatica
quizas serfa valido lamarlas diferentes [ogicas. Cualguiera que sea de las dos aproximaciones por
fa que se decida tratar de abordar el sistema, este es muy basto y requiere para sus diferentes
procesos diferentes mecanismos de representacion. Por lo tanto se requerira de la integracion de
diferentes métodos para realizar un modelo que logre una buena reproduccién de las

caracteristicas globales del sistema bioquimico real.

Como resulta claro en la discusion, no es posible realizar un modelo para el sistema de la
Transduccidn de Sedales utilizando tan sofo un mecanismo de calculo o simulacion. Por lo tanto
se concluye insuficiente el tratar de englobar un sistema tan vasto, en un solo mecanismo tomado
de la biologla, como los anles analizados. Quizés en la solucién o planteamiento de modelos
para un sistema complejo como la Transduccion de sefiales, la bioinformatica salga otra vez
beneficiada de la observacion de los sistemas que han tenido éxite en los sistemas biologicos a lo

larga de fa evolucién y se encuentre un nuevo paradigma.

ESTA TESIS NO SALF
4.1 PROPUESTA SOBRE LA PLATAFORMA COMPUTACIONAL  IDE LA BIBLIOTECA

Como se viene propeniendo, ninguna metodologia aislada seria capaz de caplurar el complejo
funcionamiento del sistema global, y cubrir con lo propuesto en fos puntes 3.2.3 al 3.2.4.5 Donde
se propene que cualquier modelo debera ser un hibrido entre ambas aproximaciénes. Perg sobre

todo se coincide con la vision de la teoria de la complejidad para abordar el problema. La cual
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esencialmente es una lorma diferente de abordar los sistemas complejos, donde a fravés de
sistomas multiagentes es posible utilizar y combinar las diferentes herramientas tanto de la

compulacion numérica como de la bioinformatica.

Adicionalmente, debe tomarse en cuenta que todavia no existe ning(n estandar para el modelaje
de esle tipo de sistemas complejos. Dondle los resultados de cualquier modelo que se desarrolle
deberan poderse corroborar por cualquier otro grupo de investigacién. Lo cual lleva a considerar
que, o bien se utifiza una plataforma de dominio piblico 0 se deberd proveer de cierta

accesibilidad remota para cualquiera que desee corroboraras simulacicnes realizadas.

Un buen ejemplo que combina todo lo anterior es la plataforma GNU (de dominio plblica) de
sistemas multiagentes enfocada a vida arificial, llamada SWARM. Desarrollada en el Instituto
Santa Fe de Nuevo México (E.U.). Sobre la cual se pueden implementar madelos complejos
utilizando en forma concurrente, diferentes simuladores de comportamiento discreto, de sistemas
reales. Coma la difusion Browniana {a través de cierlas "bibliotecas” de archivos) que pedria ser la
base para un modelo de reaccion-difusién, que normalmente aborda la computacion numérica
Iradicional. Adicionalmente esta plataforma permite ufilizar cuando sean requeridas, otras
herramientas de la bioinformética tales como las redes neuronales algoritmos gendlicos y
automatas celulares. Por lo que se concluys es una buena altemaliva, lanto computacional como

conceptual, para modelar el proceso conocido como transduccién de sefiales celulares.



71

4.2 PROYECCION A FUTURO.

La nueva disciplina de la bioinformatica resulta altamente promisoria tanto en el mediano como en
el corto plazo, en las diferentes 4reas del conocimiento y la tecnologia en que incide. Cabe notar
que se encuentra en una fase de pleno desarrello y que bésicamente no existen limitaciones de
tipo econémice para su desarrollo, ya que el laboratorio in silico, { estaciones de trabajo} y sus
“reactivos” (informacién extraida de bases de dalos, la mayoria de las veces gratuita a fravés de
intemet) son poco onerosos relativamente. Por lo que los esfuerzos que se estan realizando a
nivel nacional, pueden resultar muy imporlantes para evitar un rezago en el desarrollo de lo que
algunos consideramos como el fuluro de la investigacién {in sifico) farmacéutica: La

bioinformatica.
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