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Resumen

El objetivo de este trabajo de tesis es desarrollar un modelo computacional utilizando
modelado basado en agentes (MBA) del ciclo celular de Schizosaccharomyces pombe (S. pombe),
para estudiar la secuencia y tiempos de las fases del ciclo celular de la levadura (MC2Sp),
bajo la accién de las proteinas que regulan su ciclo. Adicionalmente, se realizé6 un modelo
de la ruta de la fermentacién maloldctica de esta misma levadura (MFmSp). Los modelos se
desarrollaron haciendo uso del enfoque basado en agentes, en donde el modelo esta formado
por agentes, un ambiente y diferentes interacciones entre ellos las cuales permiten que se
generen comportamientos emergentes durante la simulacién. La abstraccién de los modelos se
hizo a nivel celular y los agentes se definieron a nivel molecular; en el modelo del ciclo celular
los agentes representan las proteinas reguladoras, mientras que el modelo de la fermentacion
malolactica representan metabolitos, enzimas y otras moléculas. Las interacciones representa-
ron modificaciones moleculares o reacciones bioquimicas, mientras que el espacio fue definido
como el espacio intracelular de la levadura. Una vez construidos los modelos, se realizaron
diferentes experimentos como parte del analisis, asi como una verificacién y validaciéon para
determinar si el disefio de los modelos se hizo de la forma correcta y si la programacion del
modelo representa correctamente el fenémeno biolégico. Como parte de los resultados, el
MC2Sp pudo reproducir el comportamiento biolégico al medir los tiempos de las fases del
ciclo celular, asi como representar su secuencia, lo que le da una ventaja sobre el modelo de

redes booleanas debido a que ese modelo solo tiene la capacidad de representar la secuencia
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Resumen VII

del ciclo celular, pero sin poder medir los tiempos de las fases de éste, que es habitual en los
modelos matematicos. Esta similitud entre el comportamiento biologico y del modelo permite
afirmar que el MC2Sp tiene la capacidad de reproducir en cierto nivel el fenémeno biologico
real, ademas de que los tiempos obtenidos tienen un nivel de parecido con otros modelos de la
bibliografia. De la misma manera con el MFmSp se obtuvieron resultados que se asemejan al
proceso biolégico de la ruta metabdlica de la produccion de etanol a partir de acido malico. En
general, el MBA representa un ahorro de recursos econémicos y de tiempo, al igual que otras
técnicas de modelado computacional. Al cambiar los experimentos in vivo, que necesitan del
uso de insumos, organismos y tiempo en el laboratorio, por otros experimentos in silico donde

se pueden realizar los analisis de forma mas rapida en comparacién con su equivalente biolégico.

Palabras clave: Ciclo celular, Modelado basado en agentes, Schizosaccharomyces pombe,

Fermentaciéon maloléctica.



Abstract

The objective of this thesis is to develop a computational model of the Schizosaccha-
romyces pombe cell cycle using agent-based modeling (MBA), to study the sequence of events
and time of the cell cycle phases (MC2Sp), under the action of proteins that regulate the its
cycle. In addition, a model of the malolactic fermentation pathway of the same yeast (MFmSp)
was created. The models were developed using the agent based modeling technique, where
a model is formed by agents, an environment and different interactions among agents and
environment. This technique allows the creation of emergent behavior while the simulation
occurs. Models abstraction was set at a cellular level and agents were defined at a molecular
level; agents represent regulatory proteins in the cell cycle model, and metabolites, enzymes
and other molecules in the malolactic fermentation pathway model. The interactions represen-
ted molecular modifications, or biochemical reactions, while the environment was defined as
the intracellular space of the yeast. Once the models were built, several experiments were
performed as part of the analysis, as well as a verification and validation of the models to
determine if model design process was made correctly and if the model programming is able
of reproduce the biological phenomenon. For the results, the MC2Sp was able to measure cell
cycle phase time, as well as reproduce the biological sequence, a clear advantage against the
boolean network model, that is only capable of reproduce the sequence of the cell cycle and
not the cell cycle phase times, often focused by mathematical model research. This similarity

between model and biological behavior, allows to validate the capability of the MC2Sp to
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Abstract IX

reproduce biological phenomenon at a certain level, also phase time had similarity to other
models from the bibliography. In the same way, the MFmSp had expected results according
to the biological process of the metabolic pathway where ethanol is produced while malic
acid is consumed. In general, ABM represents a saving of economic resources and time, as
well as other computational modeling techniques. By changing the in vivo experiments, which
require the use of supplies, organisms and laboratory time, by other in silico experiments

where the analysis can be performed more quickly compared to their biological equivalents.

Keywords: Cell cycle, Agent based modeling, Schizosaccharomyces pombe, malolactic fermen-

tation.
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Estructura de la tesis

En el Capitulo 1 se proporciona una introduccién a los temas principales relacionados a
la levadura Schizosaccharomyces pombe y al modelado basado en agentes. En este capitulo se
describe la levadura Schizosaccharomyces pombe y su importancia en el estudio de procesos
celulares y de crecimiento de la célula. También se describen los dos casos de estudio de
esta tesis; el principal, el cual consiste en un estudio del ciclo celular de la levadura y como
las levaduras se relacionan con los estudios de desarrollo de tratamientos para el cancer; el
segundo caso de estudio describe el funcionamiento de la ruta de fermentaciéon malolactica,
con informacién de las consideraciones que se toman en los vinos de alta calidad. Ademas
se describe la justificacion de la importancia de los casos de estudio y una descripcién del
estado del arte para cada uno de ellos. Por tltimo se encuentran los objetivos principales y

especificos, las preguntas de investigacion y la hipotesis.

En el Capitulo 2 se describe la metodologia indicando todos los pasos que son necesarios
seguir para la creacion de un modelo basado en agentes, primero para su diseno y la definicién
de un modelo conceptual que servira de base para realizar la programacion del modelo. Por
ultimo se mencionan los tipos de analisis que se pueden realizar para examinar un modelo.

Todo esto se definié para ambos casos de estudio.

En el Capitulo 3 se encuentran los resultados obtenidos después de seguir la metodologia.

XVII



Estructura de la tesis XVIII

La informacién obtenida se presenta en forma de tablas o graficas, las cuales muestran la
informacion mas relevante para poder examinar a profundidad los modelos y determinar su

capacidad de representar el fenémeno real.

En el Capitulo 4 se presenta una discusién acerca de los resultados obtenidos y las
implicaciones de cada uno de ellos. Qué significa que se hayan obtenido, como se comparan
con otras fuentes y qué es lo que se puede lograr con ellos son los temas que se describen a

profundidad en este capitulo.

En el Capitulo 5 se concluye el proyecto realizado explicando si se cumplieron los

objetivos definidos y dando una proyecciéon a futuro de los productos obtenidos en este trabajo.



Capitulo 1

Introduccion

1.1. Generalidades de la levadura Schizosaccharomy-

ces pombe

El uso de levadura de fisién Schizosaccharomyces pombe (S. pombe) en la investigacién
genética y molecular se remonta hasta 1946, ano en que Urs Leopold obtuvo en sus manos su
primera cepa para utilizar como objeto de estudio para su tesis de doctorado. El trabajo de
Leoppold y publicaciones posteriores a éste, convirtieron a la levadura a mediados de los 80’s en
el centro de atencién en la investigacion de su ciclo sexual y procesos de crecimiento y division;
teniendo un aumento significativo de publicaciones entre 1985 y 1999, comportamiento que

puede observarse claramente en la Figura 1.1 (Fantes and Hoffman, 2016; Hoffman et al., 2015).

Es importante destacar que en el afio 2001 le fue otorgado a Paul Nurse el premio Nobel
en fisiologia o medicina con su estudio de los reguladores del ciclo celular de S. pombe. Esta
levadura ha sido de gran interés, llevandola a ser el sexto organismo eucariota en tener la

totalidad de su genoma secuenciado (Fantes and Hoffman, 2016). S. pombe tiene un genoma
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Figura 1.1: Publicaciones sobre la levadura Schizosaccharomyces pombe.

de alrededor de 13.8 Mpb un tamano similar al de la levadura en ciernes Saccharomyces
cerevisiae (S. cerevisiae), pero teniendo una diferencia en sus cromosomas, donde S. pombe
tiene tres de gran tamano, uno de 5.7, otro de 4.6 y el mas chico de su genoma de 3.5 Mpb,
mientras que S. cerevisiae tiene 16 cromosomas pequenos siendo el mas grande de todos de

1.5 Mpb, menos de la mitad del cromosoma més chico de S. pombe (Hoffman et al., 2015).

Respecto a sus proteinas expresadas, se conocen 5054 de las cuales 2154 tienen asociada
una funcién biologica, ademas de que 2050 tienen un rol inferido experimentalmente por un
ortélogo, siendo comunmente S. cerevisiae, en el caso contrario, 850 no tienen un rol biolégico
conocido aunque un gran numero de esas proteinas sin caracterizar se han conservado fuera
del género Schizosaccharomyces con 182 proteinas conservadas en mamiferos, de las cuales,

el 40 % no tiene un ortdélogo en S. cerevisiae (Hoffman et al., 2015). Ademads, S. pombe ha
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llegado a ser uno de los modelos eucariéticos mejor caracterizados para estudiar la biologia

celular a un nivel molecular (Fantes and Hoffman, 2016).

Debido a estas razones y a que es un hongo relativamente simple con un ciclo celular
muy comun, S. pombe se ha convertido en un organismo de gran interés en la biologia celular,
junto con el estudio de sus ciclos celulares y procesos de crecimiento y division que son parte

de su ciclo celular asi como los reguladores de éste (Egel, 2010; Fantes and Hoffman, 2016).

1.2. Ciclo celular de la levadura Schizosaccharomyces

pombe

El ciclo celular es el proceso fundamental en el que se involucran el crecimiento y repro-
duccién biolégica de una célula, este proceso esta mediado por una secuencia de eventos donde
la célula duplica su tamano, sintetizando diferentes componentes celulares como ribosomas,
membranas, enzimas y mas importante, cromosomas; finalmente dividiéndose en dos células
hijas con la completa capacidad de cumplir el mismo proceso. Para que la secuencia de eventos
que rigen el ciclo celular se lleven a cabo apropiadamente existen diferentes mecanismos

reguladores (Novak et al., 1998).

Murdoch Mitchison fue quien empezo6 a utilizar en los 50’s a S. pombe, para el desarrollo
de modelos experimentales para estudiar el ciclo celular de organismos eucariotas, empezando
con el estudio del crecimiento de las células durante el ciclo celular, debido a que la edad de
las células de S. pombe se puede estimar directamente midiendo su largo ya que su ancho no

cambia durante su crecimiento celular (Hoffman et al., 2015; Nurse, 2002).
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La secuencia de eventos en células eucariotas esta controlada por diferentes proteinas
cuyas interacciones, concentraciones y propiedades moleculares guiaran a la célula para lograr
un ciclo celular completo correcto (Csikdsz-Nagy, 2009). Este ciclo mostrado en la Figura 1.2
esta dividido en cuatro fases descritas a continuacion: G1, donde la célula crece hasta alcanzar
las condiciones necesarias para comenzar el ciclo celular; S, donde el acido desoxirribonucleico
(ADN) se sintetiza y los cromosomas se replican; G2 la cual funciona como un espacio entre
las fases S y M donde los otros componentes necesarios para pasar a la fase M se sintetizan; y
por tltimo, M, donde la célula entra en la mitosis y se divide a si misma. Después de esto, la
célula ingresa al estado estacionario G1 completando un ciclo y esperando las condiciones
necesarias para tener una nueva divisién celular. Este ciclo estd mediado por proteinas ciclinas

y por cinasas dependientes de ciclinas (CDK) (Davidich and Bornholdt, 2008).

Division celular

‘ Clchna e &
\
Replicacion
de ADN

Figura 1.2: Ciclo celular de Schizosaccharomyces pombe.

Mitosis
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1.3. Casos de estudio

1.3.1. Cancer y levaduras

Debido a la similitud del funcionamiento de los mecanismos del ciclo celular de S. pombe
al de los humanos, esta levadura ha ido ganando su lugar como modelo biolégico para estudiar
procesos de células humanas usando a S. pombe como objeto de estudio. Generando un interés

particular en el estudio del cancer, su naturaleza y métodos de combatirlo eficientemente.

1.3.1.1. Cancer

La principal razon de la inestabilidad genética de las células cancerosas se debe a fallas
en la maquinaria del ciclo celular, reparacién de ADN o puntos de control del ciclo celular.
Entre esos tres procesos, los mas conocidos son la reparacion de ADN y los puntos de control
del ciclo celular, o que los hace objetivos en el estudio de los cambios genéticos generados en
estos procesos que llevan a la célula a perder sus funciones normales y la convierten en una
célula cancerosa (Hartwell, 2005). El profundo entendimiento de los defectos de estos procesos
es una puerta de entrada para el desarrollo de agentes externos que se enfoquen en esas fallas

para eliminar las células cancerosas.

1.3.1.2. Schizosaccharomyces pombe en el estudio del cancer

El estudio del control genético de la divisién celular permitié forjar un hecho muy
relevante dentro de la biologia celular y molecular; la conservacién de proteinas y sus funciones
a través de la evolucion. Donde los genes que codifican a proteinas quinasas, miosinas o

antranilato sintasas de nuevos organismos son similares a los genes de esas protinas en orga-
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nismos mas simples. Aunque la conservacion molecular de las proteinas que participan en los
mecanismos del ciclo celular no se mantiene entre eucariotas y procariotas, entre las mismas
eucariotas la similitud es increiblemente significativa. Los princiales organismos estudiados
en relaciéon al ciclo celular son Xenopus, S. pombe y S. cerevisiae, los cuales tienen claras
diferencias pero se asemejan en que codifican las mismas proteinas quinasas dependientes de

ciclinas, moléculas muy importantes en la regulacién del ciclo celular (Hartwell, 2005).

Un enfoque para identificar farmacos con ventajas terapéuticas para tipos especificos
de cancer en humanos es construyendo células de levadura las cuales contengan mutaciones
caracteristicas de tumores de cancer especificos (modificando alguno de los procesos caracte-
risticos de ese tipo de cancer). El siguiente paso es probar diferentes firmacos en la levadura
mutada y en un control que se trata de la levadura normal, para identificar el farmaco que

actud mas rapidamente en la levadura mutada que en la normal (Hartwell, 2005).

Una de las fallas de las células cancerosas esta relacionada con el funcionamiento de
las proteinas ciclinas que regulan el ciclo celular, por lo que un modelo computacional del
ciclo celular basado en la red de regulacion del ciclo celular, mediado por las interacciones de
proteinas ciclinas, podria ser usado como una base para modelos que faciliten la identificacion
de farmacos especificos basandose en el método de Hartwell et al. (Hartwell, 2005) mencionado

anteriormente.

Uno de las situaciones donde las proteinas ciclinas toman un papel importante es en
el tratamiento de células cancerosas de leucemia mieloide aguda y adenocarcinoma. En las
que la combinacion del ADN danado y una alta acumulacién de Cdc25 es capaz de activar el
complejo Cdc2 ocasionando que la célula entre a la mitosis de forma prematura, saltdndose el

punto de control de la transiciéon de G2 a M, llevando a la célula cancerosa a la apoptosis
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(Nitiss and Heitman, 2007).

1.3.2. Schizosaccharomyces pombe en la fermentaciéon de vinos

Por otro lado, el mercado de vinos ha experimentado un incremento en el interés por
vinos novedosos con nuevos sabores y propiedades tnicas; por esto, se ha procurado la ex-
perimentacién para tratar de encontrar levaduras poco convencionales en el mundo de los
vinos y asi obtener nuevos productos de interés. Particularmente, la atencién se ha puesto
en levaduras fuera del género Saccharomyces como lo es Schizosaccharomyces, levaduras que

llevan a cabo un metabolismo malolactico en lugar de alcohdlico (Mylona et al., 2016).

Es importante destacar que la produccion de vinos de calidad depende principalmente
de la uva, de los microorganismos involucrados en la fermentacion y de en las habilidades
y experiencia del endlogo que lo fabrica. Es esencial ademas, la reduccién de la acidez en el

mosto de la uva para obtener vinos bien balanceados (Husnik et al., 2006).

El uso del género Schizosaccharomyces ha sido recomendado por el Codigo Internacio-
nal de Practicas Enoldgicas (Benito et al., 2014a) y ha sido aprobado por la Organizacién
Internacional de Vid y el Vino (Benito et al., 2016). Se ha demostrado que el uso de Schizo-
saccharomyces durante la fermentacion, evita la aparicion de aminas biogénicas producidas
por bacterias acido lacticas, ademas reduce la acidez general del vino bajo condiciones de

laboratorio (Benito et al., 2014b).

S. pombe es una de las especies de Schizosaccharomyces que ha sido estudiada amplia-

mente en su uso en la fermentacién de vinos. Teniendo un consumo completo del dcido malico
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durante la fermentacion, con baja produccion de acido acético, alta actividad de ureasa, alta
produccion de acido pirtdvico y una alta produccion de glicerol que es una de las moléculas
que tiene un mejor efecto al paladar, asi como un aumento de hasta mas del 14 % de etanol

final (Benito et al., 2016).

1.3.2.1. Ruta de la fermentacién malolactica de Schizosaccharoyces pombe

El género Schizosaccharomyces es anaerobio facultativo y tiene la capacidad de me-
tabolizar hexosas como fructosa y glucosa, y disacaridos como la sacarosa. Teniendo como

productos principales de la fermentacién, etanol y diéxido de carbono (Benito et al., 2016).

Durante la fermentacion malolactica la enzima acido méalico descarboxilasa transforma el
acido malico a piruvato con ayuda de la coenzima nicotinamida adenina dinucleétido (NAD).
Después, el piruvato es descarboxilado a acetaldehido el cual finalmente es reducido a etanol

(Benito et al., 2016). La ruta metabdlica se muestra en la Figura 1.3.

1.4. Modelado basado en agentes

El modelado basado en agentes (MBA) es un paradigma de modelado computacional
el cudl se representa por medio de agentes auténomos, que son entidades con diferentes
capacidades y propiedades, siendo su caracteristica mas importante la capacidad de tomar
sus propias decisiones. Estos agentes son programas de computadora, que ademas de tomar
decisiones, tienen un conjunto de reglas y tienen la posibilidad de interactuar con otros
agentes en el modelo, sin importar lo que éstos representen. Las reglas que tendran los agentes

dependeran de la naturaleza del modelo y de la parte especifica de la que formen parte en
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Acido malico

Acido malico descarboxilasa
COOH-CHOH-CH,-COOH \ » CH,-CO-COOH
/ 5
NAD Piruvato
descarboxilasa
NADH+H  NAD
CO,
Etanol v
CH,-CHOH = CH,-CHO
Etanol
deshidrogenasa

Figura 1.3: Ruta metabdlica de la fermentacion malolactica de Schizosaccharomyces pombe.

el fenémeno. Las interacciones de los agentes ocurren para hacer posible la exploracién de
comportamientos emergentes y de la dinamica del modelo, cosa que no es posible en el caso
de modelos matematicos. La apropiada definicion de las reglas e interacciones permitiran que
los agentes, y por lo tanto el modelo, pueda representar de manera precisa el fenémeno real

que se va a modelar (Bonabeau, 2002).

El MBA es una técnica computacional que ha aumentado su uso en el estudio de
sistemas biolégicos y se destaca por su capacidad al momento de integrar distintos tipos de
informacion, haciendo posible de manera sencilla la adicién de conocimiento cualitativo y
datos cuantitativos mientras se explica la estocasticidad del sistema (Bayrak et al., 2016).
En el caso de los sistemas biolégicos, lo anterior es de gran ayuda, debido a que en un gran
numero de casos no se tiene acceso a todos los datos cuantitativos de un sistema, debido a la
dificultad de obtener parametros fisicos mediante experimentacién, ya sea por la complejidad

de las técnicas a utilizar o a la inaccesibilidad del objeto de estudio.
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Otra de las capacidades del MBA se basa en el supuesto de que cualquier fenémeno se
puede modelar si éste se puede abstraer en términos de agentes, un ambiente e interacciones
presentes entre los agentes entre si o con el ambiente mismo (Wilensky and Rand, 2015).
Siendo asi, el MBA, basado en las capacidades mencionadas anteriormente, ha logrado satis-
factoriamente el estudio de diferentes sistemas bioldgicos en una variedad de dreas (Bauer
et al., 2009; Bayrak et al., 2016; Khataee et al., 2011; Manzanarez-Ozuna et al., 2015; Wang

et al., 2015; Zhang et al., 2009).

1.5. Justificacion

La levadura de fision Schizosaccharomyces pombe es un organismo que ha sido de gran
importancia por su biologia celular, su ciclo sexual y los procesos de crecimiento, division
y regulacién que son parte de su ciclo celular (Novak et al.; 1998). Entre 1885 y 1999 se
publicaron aproximadamente 400 articulos cientificos teniendo como caso de estudio a la
levadura de fisién (Fantes and Hoffman, 2016). A partir de ese momento, la realizacién de
modelos matematicos y computacionales han permitido una facilidad en el estudio de esta

levadura, en particular sobre el estudio de su ciclo celular y sus reguladores.

Por otro lado, la experimentaciéon in silico permite en la mayoria de los casos, realizar
estudios de manera mas rapida y sencilla en comparacion con la experimentacion in vivo. Es
por esto la importancia que toma la realizacién de modelos computacionales mas complejos
que sean elaborados con herramientas mas eficientes, impulsando el estudio del ciclo celular
de la levadura de fision, con herramientas que permitan complementar y servir como apoyo

al momento de realizar experimentos en el laboratorio, teniendo un ahorro de materiales y
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equipo (Rajendran, 2008).

Esto también aplica en el caso de estudio de la fermentacién de vino tinto, con el modelo
computacional de la fermentacion malolactica llevada a cabo por esta misma levadura. Siendo
relevante destacar la importancia econémica y cultural del Valle de Guadalupe en la regiéon
de Ensenada, Baja California, en términos de produccién de vinos de alta calidad (Sénchez

Zepeda and Mungaray Lagarda, 2010).

1.6. Estado del arte

Debido a la importancia de S. pombe esta levadura ha sido caso de estudio en una
variedad de articulos que involucran algin tipo de modelado matematico o computacional con
distintos tipos de enfoques mostrados en la Tabla 1.1. La gran mayoria de los modelos utilizan
ecuaciones diferenciales ordinarias (EDO), basadas en diferentes consideraciones bioldgicas del
ciclo celular de la levadura de fisién, empezando con el primer trabajo de Novak et al. (Novak
and Tyson, 1995) en el cual realizaron un modelo de EDO basado en hechos e ideas presentes
en estudios experimentales sobre el ciclo celular de la levadura de fisién. Después Novak et al.
(Novak and Tyson, 1997) agreg6 el concepto del mecanismo checkpoint denominado Start el
cual dicta el inicio del ciclo celular. Su tltimo trabajo permitié un estudio mas completo en

el que se anadieron dos checkpoints adicionales en el trabajo de Novak et al. (Novak et al., 1998).

Después Sveiczer et al. (Sveiczer et al., 2000) realizé un modelo basado en los trabajos
mencionados anteriormente, en el cual se centraron en las interacciones antagonistas de los
reguladores negativos de Cdc2/Cdcl3. Ademas, en la investigacion de Novak et al. (Novak

et al., 2001) realizaron un modelo proponiendo un sistema de 14 ecuaciones las cuales fueron
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estudiadas con simulacion numérica y teoria de bifurcacién. Csikasz-Nagy et al. (Csikdsz-Nagy
et al., 2007) modelaron la red de inicio del septo basandose en la cinética bioquimica de los
sistemas reguladores, ademds en Li et al. (Li et al., 2010) realizaron un modelo para estudiar
el control del tamatio celular de la levadura de fision durante el ciclo celular. Por tltimo en el
trabajo de Anbumathi et al. (Anbumathi et al., 2011) se realizé un estudio del ciclo celular con
un modelo matematico basado en las interacciones moleculares de las proteinas que regulan el
ciclo celular. Otro acercamiento combinando algunas caracteristicas estocasticas con férmulas
matematicas se realizé por Vasireddy et al. (Vasireddy and Biswas, 2004) haciendo uso de

redes de Petri hibridas de los mecanismos de regulacion.

También se han trabajado algunos modelos estocasticos en los que se pueden investigar
las diferencias en comportamientos de algunas células, en particular, en comparaciéon con el
comportamiento promedio de la poblacion, ideal al estudiar células mutantes con caracteristi-
cas muy definidas. Primero, con el modelo estocéstico de Sveiczer et al. (Sveiczer et al., 2001)
basado en un modelo deterministico de EDO, agregando la estocasticidad en la creacion de
células hijas de distintos tamanos asi como diferente volumen de su nticleo. Steuer (Steuer,
2004) agregd fluctuaciones dindmicas en forma de ruido a la definicién del sistema mientras
que en el trabajo de Lygeros et al. (Lygeros et al., 2008) se modelé la replicacién de ADN

durante la fase S iniciando en un momento determinado estocasticamente.

Otro enfoque de modelado utilizado fue el de las redes booleanas, las cuales se caracte-
rizan por integrar informacion cualitativa y permitir una representacién de los mecanismos
moleculares sin necesidad de agregar informacién cinética, muy necesaria en modelos de EDO.
En el caso de Davidich et al. (Davidich and Bornholdt, 2008) realizaron un modelo de red
booleana de la red de proteinas reguladoras del progreso del ciclo celular; ademaés, en la

investigacion de Chasapi et al. (Chasapi et al., 2015) trabajaron un modelo booleano para
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estudiar las relaciones de los genes involucrados en la regulacion la red de inicio del septo.

Tabla 1.1: Estado del arte de los diferentes tipos de modelos del ciclo celular de S. pombe

Booleano

EDO

Estocastico

(Davidich and Bornholdt, 2008)
(Chasapi et al., 2015)

(Novak and Tyson, 1995)
(Novak and Tyson, 1997)
(Novak et al., 1998)
(Sveiczer et al., 2000)
(Novak et al., 2001)
(Vasireddy and Biswas, 2004)
(Csikasz-Nagy et al., 2007)
(Li et al., 2010)
(Anbumathi et al., 2011)

(Sveiczer et al., 2001)
(Steuer, 2004)
(Lygeros et al., 2008)

En cuanto a la fermentacién, hay evidencia reciente (Tabla 1.2) sobre los beneficios

del uso de la levadura S. pombe para producir vinos de calidad similar o mayor a aquellos

producido por S. cerevisiae. En los trabajos de Benito et al. (Benito et al., 2012, 2014a) se

analizo una gran variedad de cepas de S. pombe en procesos de fermentacion para distinguir

las cualidades del vino producido por éstas, llegando a la conclusiéon de que unas cepas

son mejores productoras de vino que otras. Por otro lado, se ha estudiado la fermentacién

mixta y secuencial, primero por Benito et al. (Benito et al., 2014b) utilizando S. pombe y

S. cerevisiae, y después por Loira et al. (Loira et al., 2015) usando S. pombe en conjunto

con Torulaspora delbrueckii. Ademads, en el trabajo de Mylona et al. (Mylona et al., 2016) se

estudi6 la fermentacion mixta llevada a cabo por S. pombe y S. cerevisiae a diferencia del

trabajo de Benito et al. (Benito et al., 2015) donde se realizé fermentacién secuencial de S.

pombe con Lachancea thermotolerans.
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Tabla 1.2: Estado del arte del uso de S. pombe en la fermentacién de vinos

Normal | Mixta | Secuencial
(Benito et al., 2012) | (Benito et al., 2014b) | (Benito et al., 2014b)
(Benito et al., 2014a) | (Loira et al., 2015) (Loira et al., 2015)

(Mylona et al., 2016) | (Benito et al., 2015)

1.7. Preguntas de investigacion

A continuacién se muestran las preguntas de investigacién que dan pie al trabajo de

esta tesis, sobre el uso del modelado basado en agentes para representar fenémenos biologicos

de la levadura Schizosaccharomyces pombe (S. pombe).

LEl modelo basado en agentes serd una técnica capaz de representar el ciclo celular

biolégico de S. pombe?

.Cuantos y cudles agentes seran necesarios para disenar al modelo basado en agentes

del ciclo celular de S. pombe?

J,El modelado basado en agentes serd capaz de representar el caso de estudio de la ruta

de fermentacion malolactica por S. pombe?
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1.8. Objetivos

1.8.1. Objetivo general

Desarrollar un modelo computacional mediante el enfoque basado en agentes del ciclo
celular de Schizosaccharomyces pombe (S. pombe) bajo la accién de las proteinas que regu-

lan su ciclo; para estudiar la secuencia del ciclo celular, asi como los tiempos de las fases de éste.

1.8.2. Objetivos especificos

Determinar los componentes que se utilizaran como agentes en el modelo del ciclo celular

de S. pombe.

Construir el modelo del ciclo celular de S. pombe.

Realizar la validacion del modelo del ciclo celular de S. pombe.

Construir el modelo del caso de estudio de la ruta de fermentacién malolactica de S.

pombe.

Validar el modelo del caso de estudio de la ruta de fermentacién malolactica de S. pombe.

1.9. Hipdtesis

El modelado basado en agentes es un enfoque de modelado computacional que permitira
el estudio in silico de la secuencia y tiempos de las fases del ciclo celular de Schizosaccharomyces

pombe.
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2.1. Simulacién como método de investigacién

En la Figura 2.1 se puede ver un diagrama con el proceso que se debe seguir para
utilizar la légica de la simulacién como un método planteada por Gilbert y Troitzsch (Gilbert
and Troitzsch, 1999). La primera parte a definir es el fenémeno que se va a estudiar, el cual
debe someterse a un proceso de abstraccion para poder desarrollar un modelo conceptual que
servird de base para el modelo computacional que se usard para simular el fenémeno. Los
datos obtenidos en las simulaciones deben ser comparados con los datos reales del fenémeno

para determinar si el modelo es capaz de representar el fendémeno real.

2.2. Creacion de modelos basados en agentes

La creacién de modelos mediante MBA es un basto proceso en el que se deben definir
apropiadamente las partes del modelo asi como las metas y procesos que éstas llevaran a

cabo para lograr esas metas. Cabe destacar que un mismo fenémeno puede ser atacado de

16
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Simulacion
Modelo > Datos simulados
r 5 A
Abstraccion Similitud
Fenomeno > Datos recolectados

Recoleccion de datos

Figura 2.1: Diagrama de la simulacién como un método de investigacion

distintas maneras y todas ellas tienen validez. A continuacién se explicaran, las distintas
consideraciones que se pueden llevar a cabo en el proceso de creacién de un modelo basado en
agentes, tomando como referencias los trabajos de Gilbet et al. (Gilbert and Troitzsch, 1999)
y Wilensky et al. (Wilensky and Rand, 2015) utilizando exclusivamente el software NetLogo

(Wilensky, 1999) para implementar los modelos.

2.2.1. Diseno del modelo

El MBA puede ser un modelo conceptual en el que se describen los componentes y
procesos del fenomeno mediante diagramas, texto, o una descripcién descrita en un programa,
el cual incorpora los componentes y procesos mediante cdédigo que ejecuta esos procesos
para obtener una simulacion del fenémeno estudiado. Existen diferentes consideraciones para
disenar modelos, las cuales son llamadas dimensiones del modelo, la méas importante se divide

en las siguientes dos:
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= Modelado basado en fenémenos. Este proceso se inicia con un patron de referencia
que es un caracteristica tipica del fenémeno, la cual sera el objetivo final del modelo,
y se creara especificamente para representar el patron de referencia. Ya que se cuenta
con un modelo capaz de representar ese patrén, se tiene la posibilidad de cambiar los
valores de entrada para estudiar distintos comportamientos que podrian o no surgir con
esos cambios a los parametros iniciales del modelo. Este enfoque puede combinarse con
los modelos basados en ecuaciones, donde se usan representaciones matematicas para

obtener el patron de referencia.

= Modelado explicativo. Este tipo de modelado se empieza definiendo un grupo de
agentes y su comportamiento, para después analizar qué tipos de comportamientos
emergentes se generan al correr el modelo. Es importante destacar que, para que un
modelo sea considerado como tal, éste debe tener similitudes a un fenémeno real; por
lo que es necesario encontrar algiin tipo de convergencia entre el modelo creado y el

sistema estudiado.

Otra dimension que se puede tomar para diseniar apropiadamente un modelo se relaciona
con la pregunta o preguntas de investigacion que se desea resolver al implementar el modelo.
Por ejemplo, ;Como una célula cancerosa prolifera?; o por el contrario, se puede empezar
queriendo que el modelo tenga el comportamiento de una célula cancerosa, sin tener una

pregunta de investigacion especifica a responder.

Por ultimo, existe otra dimensién que se relaciona con el modelo conceptual y cémo

éste coexiste con la programacion de ese modelo, esta dimension incluye:
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= Diseno top-down. En este tipo de disefio se define primero el modelo conceptual
definiendo los agentes, el ambiente y las interacciones que éstos tendran, para después

empezar a programar basandose en esas definiciones planteadas con anterioridad.

= Diseno bottom-up. De forma contraria, en este diseno se empieza a programar sin
definir un modelo conceptual, sélo basandose en el fenémeno que se quiere representar.
Durante el proceso pueden surgir nuevos agentes, propiedades e interacciones que sean

necesarias para que el modelo alcance su objetivo.

Estas dimensiones pueden combinarse de cualquier forma al momento de disefiar un
MBA; ademas, las definiciones del modelo pueden cambiar en cualquier momento en caso de
ser necesario. También, es importante que el fenémeno se aborde de forma simple y de ser nece-

sario se aumente la complejidad de la abstraccion del modelo para hacer mas simple el proceso.

2.2.2. Componentes del modelo

Otra de las partes fundamentales del diseno de MBA es la definicién de los distintos
componentes del modelo para hacer mas explicativo el modelo conceptual del fenémeno a

estudiar.

2.2.2.1. Agentes

Los agentes son las partes fundamentales del MBA, tienen atributos especificos que

proporcionaran el sentido de autonomia de estos.

= Propiedades. Son las caracteristicas definidas en los agentes, las cuales pueden ser
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representadas por caracteristicas cualitativas (color, tamano, forma, etc.) o por datos
cuantitativos (variable fisica). Muchas de estas propiedades vienen agregadas de forma

nativa pero cualquier propiedad puede anadirse a un agente.

= Acciones. Son los comportamientos que los agentes ejecutan, como creacién, muerte,
movimiento, etc. También pueden ser acciones que cambien el estado de las propiedades

de los agentes.

» Tipos de agentes. Los agentes pueden tener movimientos (tortugas), ser estaciona-
rios (parcelas) o pueden representar uniones entre agentes (enlaces). Entro los agentes
tortuga existen subgrupos de agentes llamados razas, que se definen para diferenciar
distintos grupos de agentes (perros, gatos, etc.), cada raza cuenta con sus atributos

base, comunes entre todas las razas, y aquellos atributos definidos para cada una de ellas.

Una de las consideraciones de gran importancia al definir los agentes, es el nivel de
abstraccion con el que participan en el modelo. En el caso de un organismo, los agentes
podrian representar los sistemas, érganos, células, moléculas, etc., lo que esta ligado al nivel
en el que el fendmeno existe. Los agentes pueden representar distintos niveles fisicos y un

mismo modelo puede disenarse desde diferentes niveles asi como con diferentes agentes.

2.2.2.2. Ambiente

El ambiente es el lugar donde los agentes existen. El ambiente puede tener propiedades
y acciones a ejecutar en el modelo, ademés de que puede ser de distintos tipos, pudiendo
representar localizaciones geograficas explicitas o ser una representacion abstracta del espacio
en el que existe el fendmeno a estudiar, o incluso un objeto 3D en caso de ser necesario. El

espacio tiene condiciones a la frontera que permiten que el mundo en NetLogo sea considerado
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como cuadro cercado o un toroide, en el que los agentes al llegar a la frontera derecha, siguen

su camino en la frontera izquierda.

2.2.2.3. Interacciones

Las interacciones son otra de las partes mas importantes del modelo, ya que permiten
traer la realidad del fenémeno estudiado al disefio conceptual y su programaciéon en el software.

Estas interacciones pueden ser:

= Agente-con él mismo. Es cuando un agente cambia una propiedad o toman una

accion especifica al considerar una propiedad de él mismo.

= Ambiente-con él mismo. Cuando una parte del ambiente reacciona basandose sola-

mente en sus propiedades.

= Agente-agente. Las mas importantes, cuando un agente interactiia con otro para que

uno o los dos cambien y tomen decisiones que afecten a ambos.

= Ambiente-ambiente. Probablemente las menos comunes, cuando una parte del am-

biente reacciona a otra parte independiente del mismo.

= Agente-ambiente. Estas interacciones ocurren cuando un agente cambia sus propie-

dades o acciones al analizar el espacio en el que esta situado.

2.2.3. Construccion del modelo

Esta parte involucra el transporte del conocimiento real del fenémeno a un lenguaje de

programacion, como NetLogo, trabajando en paralelo con el modelo conceptual o codificando
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todo, después de haber definido por completo el modelo conceptual y los componentes del
modelo. Es necesario que el proceso de construccion se mantenga simple, al igual que el diseno
y de ser necesario es pertinente que se programen partes individuales del modelo de forma
separada para comprobar que se modelaron de forma correcta para posteriormente ir juntando
esas partes para tener un modelo completo. Este proceso permite la verificaciéon constante de

que el modelo hace lo que deberia, basado en el modelo conceptual.

2.2.4. Anailisis de un modelo basado en agentes

Cuando un modelo tiene componentes que son estocasticos es necesaria la ejecucion de
multiples corridas para caracterizar correctamente el comportamiento del fenémeno, ya que al
correr el modelo una sola vez, es posible que se obtenga un caso atipico (comportamiento
anémalo que no explica correctamente el fenémeno). Para lograr esto, es necesario correr el
modelo en varias ocasiones y de ser necesario, modificar los parametros de entrada. NetLogo
cuenta con una herramienta llamada BehaviorSpace la cual permite definir diferentes valores
iniciales para las entradas del modelo y correr esas configuraciones el nimero de veces deseado

de forma automaética.

Los gréficas también son una buena opcién para plasmar resultados de un modelo y
para analizar estos resultados de forma visual. Ademas es posible hacer diferentes analisis
estadisticos para comparar las diferencias estadisticas entre diferentes configuraciones iniciales
del modelo o los resultados del modelo con otras referencias para poder validar la capacidad

del modelo en cuestion para representar el fendmeno real.
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2.3. Modelo del ciclo celular

2.3.1. Diseno del modelo basado en agentes del ciclo celular

El modelo conceptual del modelo basado en agentes del ciclo celular de S. pombe
(MC2Sp) se disen6 de acuerdo a la red de proteinas reguladoras del ciclo celular propuesta
por Davidich et al. (Davidich and Bornholdt, 2008) la cual se muestra en la Figura 2.2. Esta
propuesta fue construida usando como referencia los trabajos de Sveiczer et al., Novak et al.
y Tyson et al. (Novak et al., 2001; Sveiczer et al., 2000; Tyson et al., 2002). En esta red se
muestran las interacciones moleculares de las proteinas reguladoras las cuales estan repre-
sentadas por los nodos, teniendo dos estados posibles: 0 (ausente) y 1 (presente) atribuidos
a mecanismos biologicos, como la expresion de genes, la fosforilacién de proteinas, cambios
en la concentracion, etc. De esta forma, se tiene un modelo basado en fenémenos, debido a
que se busca que el MC2Sp reproduzca el fenémeno del ciclo celular, ademés de estar bajo
la categoria de top-down, empezando con la definicién de un modelo conceptual, agentes,

propiedades e interacciones para después realizar la programacion de esos componentes.

Cdc2/Cdcl3 y Cde2/Cdel3* son dos estados diferentes de la misma proteina. Del mismo
modo, Cdec2/Cdcl3 es la proteina primaria implicada en el control del ciclo celular. Las
proteinas restantes se clasifican en dos grupos. Los reguladores positivos incluyen Start que
funciona como un indicador de la masa celular; SK que representa las quinasas iniciales
(Cdc2/Cigl, Cdc2/Cig2 y Cde2/Pucl) y la fosfatasa Cdc25. Por otro lado, estan Slpl, Ruml,
Ste9, la proteina fosfatasa (PP) y Weel y Mikl, los cuales son antangonistas e influyen de
manera negativa en el complejo Cdc2/Cdcl3. Sin embargo, tanto Weel como Mik1 estéan
agrupados en un mismo complejo como Weel /Mikl1, ya que tienen la misma funcién. Cada
complejo serd representado como un agente que a su vez pertenece a una raza diferente. Por

lo tanto, el modelo tiene un total de diez agentes (Start, SK, Cdc2 / Cdcl3, Ste9, Ruml, Slpl,
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Cdc25

Wee1/Mik1

Cde2/Cdc13”

Figura 2.2: Red de interaccién de las proteinas que regulan el ciclo celular. Tomada de
(Davidich and Bornholdt, 2008)

Cdc2/Cdcl3*, Weel /Mik1, Cde25 y PP) que existen dentro de la levadura.

Cada agente tiene la propiedad de ser activo (1) o inactivo (0), lo que implica que podria
estar disponible para su funcién biolégica dentro del ciclo celular; ademas, teniendo una
caracteristica estocéastica introducida en su movimiento, lo que significa que el movimiento
intercelular de los agentes se basa en una funcién aleatoria que elige una de las 8 orientaciones

posibles (parcelas vecinas) para moverse hacia adelante en cada paso de la simulacion.

Las interacciones agente-agente pueden ser de activacion, inhibiciéon o activacion e inhi-
bicién. Un proceso de activacion generara un cambio de 0 a 1 en la propiedad de otra proteina,
mientras que un proceso de inhibiciéon generara un cambio de 1 a 0. La autodegradacion es

una interaccion de agente con él mismo, donde se genera un cambio de 1 a 0 en la propiedad



Capitulo 2. Metodologia 25

de la misma proteina; es importante destacar que para que una proteina genere un cambio en
otra, la primera debe estar activa. En este modelo no es necesario contemplar interacciones
donde participe el ambiente. En la Figura 2.2 se muestran todas las interacciones posibles. Las
flechas verdes representan un proceso de activacion y las flechas rojas representan un proceso
de inhibicién mientras que las flechas amarillas representan un proceso de autoinhibicién.
El objetivo del modelo es reproducir la secuencia de las fases del ciclo celular asi como su
duracién ademés de que sea capaz de llegar al estado estacionario G1 (estado final del ciclo

celular cuando la célula esta esperando el inicio de otro ciclo).

2.3.2. Construccion del modelo basado en agentes del ciclo celular

En este paso se realizé la programacion del MC2Sp usando como referencia el modelo
conceptual y los componentes definidos la cual se llevara a cabo en el software NetLogo
version 6.1 (Wilensky, 1999). Primero, se hizo un entorno de setup para definir los agentes
y sus caracteristicas haciendo uso de la funcién set, que permite definir los valores de las
propiedades de los agentes. Las interacciones se llevan a cabo cuando dos proteinas que estan
conectadas en la red se encuentran en el mismo espacio fisico (por ejemplo, SK con Ruml,
PP con Ste9). En éste caso se hizo uso de la funcién let para crear una variable local llamada

react que representa la proteina que esta siendo afectada.

2.3.3. Analisis del modelo basado en agentes del ciclo celular

Los modelos con propiedades estocasticas deben simularse en varias ocasiones, con la
finalidad de eliminar la variabilidad inherente, para identificar adecuadamente su compor-

tamiento. Si un modelo se ejecuta sélo una vez, sera dificil determinar si los resultados de
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esa ejecucion indican un comportamiento normal o un caso atipico. Los estados iniciales
para las proteinas fueron Start (1), SK (0), Cdc2 / Cdel3 (0), Ste9 (1), Ruml (1), Slp (0),
Cdc2/Cdel3* (0), Weel /Mikl (1), Cde25 (0) y PP (0). Estos estados iniciales son los estados
de las proteinas en la célula antes de que comience el ciclo celular, lo que significa que la
célula tiene los requisitos necesarios para comenzar el ciclo en espera de la activacion de SK
por “Start”. Para medir las duraciones de fase, se realizaron 100 simulaciones de ejecucién
con los estados iniciales mencionados anteriormente. Se medira el tiempo en cada ejecucion y
calculara el promedio de todas las ejecuciones, para calcular los porcentajes de duracion de
cada fase para comparar los resultados del MC2Sp con los datos encontrados por Sveiczer et
al. (Sveiczer et al., 2000) y Novak et al. (Novak et al., 2001), referencias que sirvieron de base
para la realizacién de la red de interacciones usada como modelo conceptual para el MC2Sp.
De igual manera se compararan con los resultados obtenidos por Novak et al. (Novak and

Tyson, 1995) y Anbumathi et al. (Anbumathi et al., 2011).

Para comprender el comportamiento del MC2Sp, se realizaron tres conjuntos de experi-
mentos similares descritos en Davidich et al. (Davidich and Bornholdt, 2008). Los experimentos
se establecieron y ejecutaron utilizando la herramienta Behavior Space de NetLogo. Para el
primer experimento, los estados iniciales se establecieron como se mencion6 anteriormente.
Para descartar un comportamiento anémalo se realizaron 100 corridas para analizar los estados
de las proteinas durante la simulaciéon del ciclo celular hasta alcanzar la fase estacionaria G1.
En esta fase, Ste9, Rum y Weel /Mikl deben tener un valor de actividad de 1, mientras que

las otras proteinas tienen un valor de actividad de 0.

El segundo experimento se realizé ejecutando el modelo de las 2!° = 1024 combinaciones,
que son los estados iniciales posibles de las proteinas. El objetivo era verificar si se alcanzaron

los diferentes estados estacionarios (donde se detiene el modelo) y calcular el porcentaje
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de casos en que se alcanzo el estado estacionario G1. Esto permitié determinar si la célula
se estaba encaminando hacia el resultado bioldgico esperado. Finalmente, se realizaron 512
ejecuciones mas en las configuraciones iniciales donde “Start” esta activo. El propédsito de
este experimento es calcular el porcentaje de casos en el que el ciclo terminé en el estado
estacionario G1 para analizar como se comporta el modelo cuando la célula comienza el ciclo

en momentos diferentes al estado inicial normal.

2.4. Modelo basado en agentes de la ruta de la fermen-

tacion malolactica

Aunque este modelo es mas pequeno en comparacion con el del ciclo celular, tienen que
tomarse en cuenta todas las consideraciones de diseno de MBA para intentar que el modelo

represente de mejor manera posible el fenémeno real.

2.4.1. Diseno del modelo basado en agentes de la ruta de fermen-

tacion malolactica

El MBA de la ruta de fermentacion malolactica de S. pombe (MFmSp) se disené en forma
de modelo explicativo, donde se definieron los agentes del modelo junto con sus caracteristicas
para después analizar los comportamientos que pudieran surgir y decidir si el modelo tuvo
la capacidad de reproducir el fenémeno de manera correcta. Aun asi, se sigui6 el enfoque
top-down procurando definir la totalidad de los componentes del modelo para finalizar con su

programacion.
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La ruta metabdlica modelada la ruta metabdlica de la fermentacion malolactica de
Schizosaccharomyces pombe, en esta ruta existen tres tipos de componentes: los metabolitos,
conformados por dcido maélico, piruvato, acetaldehido y etanol; las enzimas, que son acido
malico descarboxilasa (MD), piruvato descarboxilasa (PD) y etanol deshidrogenasa (ED);
ademds, de las moléculas como diéxido de carbono (CO2) y NAD. De forma adicional, se
utilizé como base la informacién de Maconi et al. (Maconi et al., 1984) para entender de la
manera mas completa los mecanismo e interacciones que forman parte de la ruta metabdlica, y
ser una referencia mas para comprobar si la simulacién del MFmSp tiene un comportamiento

similar al fenémeno biolégico real.

Un agente representa un mol de materia, los agentes que representan los metabolitos
cuentan con una variable que contiene su masa molecular, para hacer posible el cdlculo de la
cantidad en masa, de cada metabolito de interés que hay al final de la simulacién. La NAD tiene
incluida una propiedad que define si éste se encuentra hidrogenizado o no. Los agentes tienen
un movimiento estocastico dentro del ambiente que representa la célula. Las interacciones
se llevan a cabo cuando dos o mas agentes con capacidad de reaccionar se encuentran en el
mismo espacio llevando a cabo una reaccion, aqui sucede un proceso de muerte de un agente
y creacion de otro el cual es el producto de esa reaccién. En la Ecuacion 2.1 se muestran
las reacciones balanceadas que forman parte de la ruta de la fermentacion malolactica de la

levadura y que son las que se llevan a cabo durante la simulacion.

Acido Malico + NAD 2 Piruvato + NADH + CO,

Piruvato —2 Acetaldehido + CO, (2.1)

Acetaldehido + NADH 2 Etanol + NAD
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2.4.2. Construccion del modelo basado en agentes de la ruta de

fermentacion malolactica

La construcciéon del MFmSp es similar a la del MC2Sp, haciendo uso de la funcion let
para crear una variable local llamada react que represente la proteinas que esta siendo afectada,
solo que en este caso existen situaciones donde la reaccion se lleva a cabo entre tres agentes y
no entre dos. Este proceso representa la reacciéon enzimatica que ocurre cuando una enzima y

su coenzima (en caso de ser necesaria) reaccionan con un metabolito para transformarlo en otro.

2.4.3. Analisis del modelo basado en agentes de la ruta de fermen-

tacion malolactica

Al ejecutar el modelo, las cantidades de los metabolitos cambian con el tiempo debido a
que son degradados o sintetizados, por lo que es pertinente un andlisis de su variacion respecto
al tiempo. Para esto se hicieron gréaficas para acido malico, piruvato, acetaldehido y etanol, en
las que se muestra su variaciéon en masa respecto al transcurso de tiempo del modelo. También
es importante conocer qué es lo que sucede cuando una de las enzimas del modelo no existe,
ya que es necesario conocer el comportamiento del modelo en distintas configuraciones para

poder entenderlo y determinar si representa de manera correcta el fenémeno biologico.
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Resultados

3.1. Resultados del modelo basado en agentes del ciclo

celular de Schizosaccharomyces pombe

A continuacién se muestran los resultados obtenidos de construir el MC2Sp, después
de haber realizado los distintos experimentos para simular el ciclo celular de la célula de la
levadura. Los resultados de las corridas fueron generados por el Behavior Space, en el que se
encuentran los estados de las proteinas durante el transcurso del ciclo celular, ademas de los
tiempos obtenidos en cada una de las fases. En el caso del andlisis de los comportamientos,
se contaron la cantidad de veces que se repiten los estados estacionarios dentro de las 2014
corridas, ademas de las veces que se obtiene el estado estacionario G1 en todos los casos en
los que es relevante. Estos resultados permitiran entender cémo es la representacion del ciclo
celular en un entorno de simulacion in silico, y de como es posible interpretar los resultados de
éstas simulaciones para poder determinar que efectivamente representan el fendmeno bioldgico

real.

30
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3.1.1. Modelo en NetLogo del ciclo celular

En la Figura 3.1 se muestra el mundo, que es el ambiente en el que se lleva a cabo la
simulacion, conteniendo las proteinas reguladoras que forman parte de la red de interacciones
del ciclo celular. Aqui es donde las proteinas llevan a cabo su movimiento estocastico durante
la simulacién, y es el espacio en donde éstas deben juntarse para llevar a cabo sus procesos
de activacién e desactivacion. Cada uno de los agentes tiene como etiqueta el nombre de la
proteina que esta representando. Del lado izquierdo se encuentran tres botones; uno para
inicializar el modelo, creando todos los agentes que participan y definiendo sus propiedades y
valores de éstas; los otros dos son para ejecutar el modelo, uno de forma ciclica y otro para

ejecutar un paso de tiempo individual.

cdea itz

Rursp

Cdc2jCdel3

e |
oo |

Weel Mkl |

Figura 3.1: Mundo de la interfaz del modelo del ciclo celular

Para que una proteina ejecute un cambio en otra, éstas deben estar en el mismo espacio
en el mundo donde la proteina que genera el cambio debe tener un valor de actividad de 1,

cuando esto sucede, la proteina que esta siendo afectada es asignada a una variable local,
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mientras esta en esa variable es posible realizar cambios en sus propiedades (generando el

cambio en actividad) de acuerdo a las reglas determinadas en la red de interacciones.

En la Figura 3.2 se muestran los controles para definir el valor inicial de actividad de cada
proteina, en este caso se muestra la configuracion la cual representa las condiciones biolégicas
al momento de iniciar el ciclo, ademas, contiene botones de activacion y desactivacion de

proteinas para modificar sus valores en tiempo real durante la simulacion.

L O (|- W 4 | 4 || S
o wle  wr  wlo  wljp v

activar start acitvar 5K acitvar Cdc2/Cdel3 acitvar Sked acitvar Rumi

inhibir skart inhibir 5K inhibir Cdc2/Cdel3 inhibir Ste9 inhibir Rum1
acitvar slpl acitvar Cdc2/Cde13* acitvar Weel/Mikl acitvar Cde2s acitvar PP
inhibir Slp1 inhibir Cdc2/Cdcl3* inhibir Wee1[Mikl inhibir Cdc25 inhibir PP

Figura 3.2: Entradas de la interfaz del modelo del ciclo celular

Por ultimo, en la Figura 3.3 se muestran los monitores incluidos en la interfaz; uno que
contiene la fase del ciclo en la que se encuentra el modelo; y otros que muestran el tiempo
de las cuatro fases, ademas del porcentaje de duracién respecto al tiempo total. Debajo
de los monitores con el porcentaje de duracion se encuentra el valor de la propiedad de
actividad para cada una de las proteinas. En la Figura 3.3, el MC2Sp alcanzé el estado estacio-

nario G1, obteniendo un porcentaje de 10 % para G1, 8 % para S, 70 % para G2 y 12 % para M.

Para evitar problemas posteriores a la construccion del modelo es necesario realizar
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Fase del ciclo
G1(Estacionario)

=1 5 52 ]
1397 1576 13795 2379 ticks
1 5 G52 5]

9,907 3.2306 69.4323 || 124243 | %
start Sk Cdc2{Cdcl3 Sted Ruml
[a] [0] [a] [1] [1]

Slpl Cdc2/Cdc13* | Weel [Mikl Cde25 PP
[a] (0] [1] [a] [0]

Figura 3.3: Monitores de la interfaz del modelo del ciclo celular

la verificacion de éste, donde se debe asegurar que todas las partes implementadas en la
programacion del modelo se ejecuten de la forma en que se plasmé en el modelo conceptual.
Durante la construccién se fue programando cada proceso de interaccién de forma individual
para asegurar que ocurria de la manera que se definié. Después de programar todas las partes
individuales, éstas se juntaron para identificar fallos que pudieran existir al momento de
ejecutar todos los procesos de interacciéon en un solo modelo. Al ejecutar el modelo final no
se encontraron errores atribuidos a la extrapolaciéon del modelo conceptual al entorno de

programacion de NetLogo.

3.1.2. Tiempos de las fases del modelo del ciclo celular

En la Tabla 3.1 se muestran los resultados de tiempo en ticks (iteraciones del c6digo
durante la simulacién) obtenidos por el modelo asi como el porcentaje de duracién de cada
fase respecto al tiempo total de duracién del ciclo celular, que se calcul6 para poder comparar

los resultados con los de otros modelos, que corresponde al promedio de 100 simulaciones bajo
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las mismas condiciones para el valor de actividad inicial de las proteinas; los cuales son Start
(1), SK (0), Cdc2 / Cdel3 (0), Ste9 (1), Ruml (1), Slp (0), Cdc2/Cdcl13* (0), Weel /Mikl1 (1),
Cde25 (0) y PP (0). Ademads, se muestran los resultados obtenidos en los modelos de (Novak
and Tyson, 1995), (Sveiczer et al., 2000), (Novak et al., 2001) y (Anbumathi et al., 2011)
en forma de porcentaje o tiempo en caso de estar disponible. Se puede observar que aunque
existen diferencias en los resultados arrojados por los modelos, éstos tienen un comporta-
miento similar, pudiendo capturar la esencia de la predominancia de la duracién de la fase

G2 sobre las demas fases del ciclo celular de S. pombe, como se menciona en (Novak et al., 1998).

Tabla 3.1: Resultados de tiempos y porcentajes de duracién de las fases del
ciclo celular de diferentes modelos.

Fase cl1 S Q2 M

NE NE NE NE

Modelo

(Novak and Tyson, 1995)

(Sveiczer et al., 2000) 38 min 17 min 78 min 17 min

(Novak et al., 2001) 19 min 12 min 113 min 6 min

(Anbumathi et al., 2011) 30 min 15 min 85 min 20 min

6264 ticks 1833 ticks 11239 ticks 4944

MC2Sp (2018)

NE No especificado.

En la Figura 3.4 se muestra una grafica en la que se incluyen las barras de error obtenidas
al comparar cada fase del ciclo entre los modelos mencionados anteriormente. Al comparar el
MC2Sp con el modelo de (Anbumathi et al., 2011) se puede observar que no hay diferencia
significativa entre sus fases G1 y G2, similitud que se mantiene al comparar los resultados con

los obtenidos por Sveiczer et al. (Sveiczer et al., 2000). De forma contraria, existen diferencias
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directas entre los resultados del MC2Sp y los publicados por Novak et al. (Novak and Tyson,
1995; Novak et al., 2001). A pesar de las diferencias que existen entre las simulaciones de
los modelos, estos tienen un comportamiento general muy similar al que sucede de forma

bioldgica en las células de la levadura.

90%
0%
T0%

60%

50%%
m Gl
40%
30% " G2
20%
- ' ' i '
0:014’ i

MC2Sp Anbumathi Novak et Sveiczer et Nnvak et
(2013) etal (2011) al (2001) at. (2000) al. (1995)

Modelos

Porcentaje de duracion

Figura 3.4: Porcentaje de duraciéon de las fases del ciclo celular

Es importante destacar que los tiempos obtenidos por los modelos son resultado de un
modelo matematico que es deterministico, por lo que sus resultados siempre son los mismos
cuando las entradas son las mismas, debido a que al hacer uso de EDO no existe una forma
de contemplar ningun tipo de aleatoriedad o azar. A diferencia del MC2Sp el cual tiene

introducida una propiedad de estocasticidad que dota al modelo de un comportamiento
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aleatorio el cual puede generar resultados diferentes atin cuando las entradas del sistema se
mantengan sin cambios. Por lo que al tener desviaciones estandar de 14 % para G1, 8 % para S,
17 % para G2 y 14 % para M, hay ocasiones en las que el modelo obtiene resultados similares
a los otros cuatro modelos. Aun asi, su comportamiento caracteristico esta determinado por
el promedio obtenido de las 100 simulaciones, el cual sigue teniendo un valor de G2 mayor a

las otras fases.

3.1.3. Comportamiento del modelo basado en agentes del ciclo ce-

lular

Otra parte importante del analisis del MC2Sp es confirmar que éste tenga un compor-
tamiento similar al que sucede de manera natural. En la Tabla 3.2 se muestra la secuencia
general de los estados de la propiedad de actividad de las proteinas durante la progresion del
ciclo celular, la cual sucede de la misma manera que en las simulaciones obtenidas por Davidich
et al. (Davidich and Bornholdt, 2008), ambas representando fielmente el fendmeno biolégico
de S. pombe terminando el ciclo en el estado estacionario G1. Es importante destacar que ésta
secuencia no ocurrié en la totalidad de las simulaciones pero si en el 94 % de los casos, lo que
significa que la célula llegd al estado estacionario G1 la mayoria de las veces que se hizo la
simulacion. Este porcentaje permite comprobar una caracteristica muy importante del MC2Sp,
la capacidad que tiene la célula para llegar al estado final deseado aun con la existencia

de una propiedad estocastica que evita que el modelo tenga un comportamiento deterministico.

Esta secuencia es resultado propio de las simulaciones del modelo, debido a que en la
red de interacciones de las proteinas reguladoras que sirvié como modelo conceptual, solo

se atribuyen relaciones que pueden existir entre los agentes pero de ninguna manera se
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Tabla 3.2: Secuencia de los estados de las proteinas obtenidos con el MC2Sp

Start SK Cdc2/ Ste9 Ruml Slpl Cdc2/ Weel/ Cdc25 PP Fase

Cdcl13 Cdcl3*  Mikl

1 0 0 1 1 0 0 1 0 0  Inicio
0 1 0 1 1 0 0 1 0 0 G

0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 S
0 o 1 o0 o o0 0 1 0 0 G2

0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 G2
0 0o 1 0o o0 0o 1 0 1 0 G2

0 0 1 0 0 1 1 0 1 0 G2
0 o0 0o o0 0 1 0 0 1 1 M

0 0 0 1 1 0 0 1 0 1 M

delimita un orden en el que éstas interacciones deben ocurrir. Por lo que, la secuencia del ciclo
celular es una comportamiento emergente del modelo, que esté relacionado con el fenémeno
bioldgico real. Y que ademads, confirma la robustez de la red y la capacidad de la célula para lle-

gar al resultado deseado a causa de que solo existen las interacciones que pueden ocurrir en ella.

Aunque ya se mencion6 que en la mayoria de los casos la célula fue capaz de llegar al
estado estacionario G1, hay ocasiones en las que las interacciones de las proteinas no suceden
en la secuencia adecuada y hacen que la célula llegue a resultados donde no se ha podido com-
pletar el ciclo celular, haciendo que la ésta eventualmente muera. Estas situaciones se conocen
como estados estacionarios donde ya no existen interacciones que puedan ocurrir, y que son
ocasionadas por retrasos en interacciones o interacciones que no deberian suceder antes que

otras causadas por las propiedades estocasticas del modelo y por la propia naturaleza de la red.

En la Tabla 3.3 se muestran los 14 diferentes estados estacionarios obtenidos por el

MC2Sp al hacer las 1024 corridas de las posibles configuraciones de inicio. Hubo un estado
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estacionario que predominé el 87 % de los casos, el cual resulté ser el estado estacionario G1
(Tabla 3.2). De esta manera, este estado estacionario es el atractor dominante de la dindmica
estocéstica de la red de interacciones, lo que significa que la célula llegara a este resultado
aun cuando existan perturbaciones en el sistema que puedan afectar a una o mas proteinas
(generando cambios en su actividad,) de la misma manera que una célula bioldgica es capaz

de completar un ciclo a pesar de perturbaciones en el sistema.

Tabla 3.3: Estados estacionarios obtenidos en el MC2Sp

Start SK Cdc2/Cdecl3  Ste9 Ruml Slpl Cde2/Cdcl3* Weel/ Cdc25 PP Tamario
Cdc13 Cdcl3* Mik1

0 0 0 1 1 0 0 1 0 0 892

0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 22

Otro de los casos que se examind, fueron las configuraciones existentes en las que Start
se encuentra activa, representando las situaciones en las que una célula inicia un ciclo aunque
las otras proteinas no estén en su estado bioldgico inicial. Al hacer esas 100 corridas, la célula
modelada tuvo la capacidad de ir hacia el estado estacionario G1, esta vez en el 91 % de los
casos. Lo que significa que la probabilidad de que una célula pueda completar un ciclo sélo
cumpliendo la condicién de inicio es bastante alta, comprobando de nuevo la capacidad de

la red para que los eventos resultantes de ésta sucedan de manera similar al fenémeno biolégico.
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Estos analisis permitieron entender el comportamiento completo del MC2Sp, en el que al
representarse la célula en su estado bioldgico ideal para iniciar el ciclo, ésta paso por las fases
del ciclo de forma ordenada, ademas de que fue posible medir los tiempos de las fases como
una caracteristica extra del modelo. Con estas dos caracteristicas se comprueba que el modelo
representa en cierta medida el comportamiento de la levadura S. pombe durante el proceso
biolégico del ciclo celular. Otra parte importante, radica en la existencia de la propiedad
estocastica del modelo, donde éste tuvo una variacién en los posibles estados resultantes, pero
que aun asi la célula tuvo la capacidad de resolverse hacia el resultado biologico esperado,

completando exitosamente el ciclo celular en la mayoria de los casos.

3.2. Resultados del modelo basado en agentes de la ru-
ta de fermentacion malolactica de Schizosaccha-

romyces pombe

A continuacion se muestran los resultados del MFmSp, tanto su construccion en NetLogo
como los resultados cuantitativos obtenidos en su simulacién, midiendo la variacién de los
distintos metabolitos en el tiempo, haciendo énfasis en la produccion final de etanol variando

las condiciones iniciales de las enzimas de la ruta metabdlica.
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3.2.1. Modelo en NetLogo de la ruta de fermentacién malolactica

La interfaz de NetLogo del MFmSp de igual manera se disen6 siguiendo los lineamientos
para el buen disefio de una interfaz en NetLogo. En la Figura 3.5 se muestran los controles para
definir el valor inicial de gramos o moles segiin sea el caso para los agentes presentes al inicio
de la simulaciéon, ahi mismo se encuentran los botones para inicializar y ejecutar el modelo; asi
como una etiqueta con la descripcién de qué representa cada figura dentro del modelo. A su
lado se puede ver el mundo del modelo, que es el ambiente en el que se lleva a cabo la simula-

cion, conteniendo los metabolitos, enzimas y moléculas que forman parte de la ruta metabdlica.
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Figura 3.5: Mundo y entradas de la interfaz del modelo de la ruta de fermentaciéon malolactica

Por otro parte en la Figura 3.6 se pueden observar cuatro graficas que muestran el

comportamiento de acido malico, piruvato, acetaldehido y etanol, asi como unos monitores
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con los valores en tiempo real de esos agentes y de CO,. Aqui se puede observar el consumo

progresivo de acido malico durante la fermentacién para gradualmente producir etanol.
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Figura 3.6: Graficas de la interfaz del modelo de la ruta de fermentaciéon malolactica

El proceso en el que se llevan a cabo las reacciones del MFmSp funciona de manera

similar al MC2Sp. En una reaccién en la que sélo estan involucrados el metabolito y la

enzima cuando estos se encuentran en el mismo espacio del mundo se utilizé una funcién

para asignar el metabolito a un variable local la cual pasa por un proceso de muerte para

formar el metabolito resultante de esa reaccién. De manera similar, en el caso en el que

la reaccién enzimatica necesita la participacién de la coenzima NAD, primero la enzima

y la NAD se deben encontrar en el mismo espacio, y este conjunto debe encontrarse en

ese momento con el metabolito, el cual tiene el mismo proceso de transformacién para

que se obtenga el metabolito producto de la reaccion. Ademas, se crean otras moléculas co-
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mo C'O, en caso de que asi suceda en la ruta y la NAD sufre los cambios por los que debe pasar.

Paso seguido, también se realizé la verificacion del MFmSp. Durante su construccion se
programaron las reacciones individuales de la ruta metabdlica para asegurar que las reacciones
ocurrieran como se describieron en el modelo conceptual, las cuales produjeron correctamente
los productos que debian. Después de programar todas las reacciones individuales éstas se
juntaron en un mismo modelo para identificar fallos que pudieran existir al momento de
ejecutar todos los procesos de interaccién en un solo modelo. Al ejecutar el modelo final no
se encontraron errores atribuidos a la extrapolacién del modelo conceptual al entorno de

programacion de NetLogo.

3.2.2. Metabolitos de la ruta de fermentacion malolactica

Una vez obtenido el MFmSp se realizaron diferentes simulaciones para examinar el
comportamiento de la produccién de etanol bajo diferentes condiciones de entrada. Para esto
se corri6 el modelo en condiciones donde las tres enzimas (MD, PD y ED) existen en: a) la
misma proporcién de moles, b) cuando PD existe en una proporcién menor, ¢) cuando MD
existe en una proporcion menor y d) cuando ED existe en una proporciéon menor; manteniendo
la misma cantidad inicial de dcido mélico. El producto al que se le presté mayor atencién fue al
etanol, metabolito final producido por las reacciones enzimaticas de la ruta de la fermentacion

malolactica.

En la Figura 3.7 se observan los resultados del caso del inciso a) donde todas las enzimas
se encuentran en la misma proporcién, teniendo un valor de 70 % del méximo inicial posible,

aqui se puede observar que a medida que transcurre el tiempo se va degradando gradualmente
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la cantidad de acido malico y ésta no aumenta en ningin momento debido a que no existe
otra fuente que genere este metabolito en el modelo. De manera contraria, como es esperado,
se puede observar que se fue generando etanol, metabolito que es el producto final de esta
ruta metabdlica. Sin embargo, cada uno de los dos metabolitos intermediarios de la ruta
se encuentra variando alrededor de un mismo nivel, debido a que en el momento en que
estos se generan y se encuentren con su enzima se transforman de piruvato y acetaldehido, a

acetaldehido y etanol respectivamente.
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Figura 3.7: Niveles de los diferentes metabolitos con valores iniciales de 70 % en MD, 70 % en
PD y 70% en ED.

De manera similar, en la Figura 3.8 la cual representa el caso del inciso c) en el que la
proporcién de MD es del 10 %, existe un comportamiento similar en los valores individuales
de los cuatro metabolitos, pero existe un diferencia muy grande en el tiempo transcurrido
para llegar a los mismos niveles de etanol, siendo esta diferencia de casi tres veces mas para
el caso b). La causa de esta diferencia se puede atribuir a la menor razén de conversion de

acido mélico a piruvato debido a los bajos niveles que existen de MD, enzima que cataliza es-
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ta reaccion, ocasionando un retraso en las reacciones que le siguen en la ruta de la fermentacion.
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Figura 3.8: Niveles de los diferentes metabolitos con valores iniciales de 10 % en MD, 70 % en
PD y 70% en ED.

El caso del inciso ¢) se muestra en la Figura 3.9 donde los niveles de PD son menores
que los que tuvieron las otras enzimas. Esta simulacién obtuvo un tiempo muy similar para
alcanzar los mismos niveles de etanol que el caso a). La diferencia mas apreciable es en los
niveles de los dos metabolitos intermediarios piruvato y acetaldehido, los cuales tuvieron mas
variaciones en el tiempo; ademas de que los niveles de acetaldehido son menores durante toda
la simulacién, comportamiento que se atribuye a la menor disponibilidad de PD, enzima que
se encarga de convertir el piruvato a a acetaldehido. Sin embargo, al parecer este cambio en
las reacciones intermediarias no afecté el comportamiento del etanol, metabolito principal de

la ruta.

Por ltimo, en la Figura 3.10 se muestra el caso del inciso d) en el que el nivel de

ED se inicializ6 con un valor mucho menor que MD y PD, en este caso se observa de
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Figura 3.9: Niveles de los diferentes metabolitos con valores iniciales de 70 % en MD, 10 % en
PD y 70 % en ED.

nuevo un comportamiento muy similar en todos los metabolitos comparandolo con el caso
a), pero de nuevo el tiempo para alcanzar los mismo niveles de etanol aumenté, incluso
ma&s que en el caso del inciso b). Este es un comportamiento general esperado debido a que

la produccion depende enormemente de la disponibilidad de la enzima que cataliza su reaccion.

Aunque estos comportamientos iniciales pudieran no suceder de manera real, es necesario
que se realicen debido a la naturaleza del disenio del modelo, que fue como modelo explicativo,
y por lo tanto deben hacerse la mayor cantidad de experimentos posibles para abarcar todas
las situaciones que pudieran ocurrir y asi conocer los comportamientos emergentes que puedan
suceder. Con estos experimentos se tiene un vision mas amplia del modelo que permite afirmar
que si se reproduce en cierta manera el fenémeno biolégico, ya que se mantienen los dos
principales comportamientos que le dan sentido a la ruta de la fermentacion malolactica, el

consumo de acido maélico y la produccion final de etanol.
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Figura 3.10: Niveles de los diferentes metabolitos con valores iniciales de 70 % en MD, 70 %
en PD y 10 % en ED.
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Discusiones

4.1. Modelo basado en agentes del ciclo celular de Schi-

zosaccharomyces pombe

Se realizo un modelo del ciclo celular de la levadura S. pombe utilizando el enfoque de
modelado basado en agentes. El modelo conceptual del MC2Sp se disend usando la red de
interacciones de las proteinas que regulan el ciclo celular de S. pombe la cual fue tomada
de Davidich et al. (Davidich and Bornholdt, 2008) y que fue construida utilizando los co-
nocimientos y modelos realizados principalmente por Sveiczer et al. (Sveiczer et al., 2000),
Novak et al. (Novak et al., 2001) y Tyson et al. (Tyson et al., 2002). Esta red contempla
las interacciones bioquimicas que ocurren entre las proteinas sin hacer uso de las ecuaciones
cinéticas de estos procesos; esta caracteristica se heredé al MC2Sp y por lo tanto tampoco
fue necesario tomar en cuenta las ecuaciones o pardmetros cinéticos que estan involucrados en

las reacciones de la red.

El proceso para transferir el conocimiento del fenémeno plasmado en el modelo concep-

47
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tual al entorno de programacién se comprobd mediante verificacion de las partes programadas,
las cuales fueron segmentadas en codigos cortos faciles de analizar y comprobar que repro-
ducian la parte del modelo que representaban. Todas las partes del modelo se programaron
haciendo uso de las funciones adecuadas que mejor capturaran la naturaleza del proceso que

se queria reproducir.

Al comparar los tiempos de cada una de las fases obtenidos por el MC2Sp con otros
modelos basados en ecuaciones, se obtuvieron resultados prometedores. Entre todos los mode-
los se encontré que la fase G2 tenia una mayor proporcién en su duracion que las otras tres
fases. Resulta interesante que esta caracteristica, presente en todos los modelos se asemeja
al comportamiento del ciclo celular de la levadura S. pombe de tipo silvestre. Esta similitud
en el comportamiento, permite afirmar que el MC2Sp tiene la capacidad de reproducir en
cierto nivel el fendmeno bioldgico real, ademas de que los tiempos obtenidos tienen un nivel
de parecido con los otros modelos. Como es de esperarse, existen diferencias entre los modelos
debido a la propia naturaleza de cada uno de ellos, destacando la diferencia de los modelos
basados en ecuaciones los cuales se hicieron bajo un concepto deterministico haciendo uso
de diferentes EDO que explican las reacciones bioquimicas que se llevan a cabo durante el
ciclo celular, mientras que en este trabajo de tesis se opté por un enfoque booleano con

caracteristicas estocasticas.

También es importante destacar la similitud entre los resultados del MC2Sp con los
del modelo de Sveiczer et al. (Sveiczer et al., 2000), y que ademés fue la fuente principal de
informacion teodrica y experimental que se utilizo en el modelo de redes booleanas para definir
y disenar la red de interacciones moleculares, que sirvié de base para la parte del disenio del
modelo conceptual de esta tesis. Lo anterior es un indicio de que el modelo conceptual imple-

mentado se programo6 de manera adecuada debido a que genera resultados que reproducen el
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fendomeno de referencia. Esto ayuda a comprobar la verificacién y validacion del MC2Sp.

Otro punto que se debe mencionar, es la similitud que existe en los resultados obtenidos
en el analisis del comportamiento del modelo al realizar los mismos experimentos que se
realizaron en el modelo de redes booleano. Al hacer las simulaciones en las condiciones
bioldgicas iniciales la célula llevo a cabo su ciclo celular de manera correcta pasando por todas
las fases y terminando el ciclo en el estado estacionario G1 al igual que en el modelo booleano;
y aunque la programacion del modelo es una parte importante del éxito de este modelo, la
gran capacidad que tienen ambos modelos para reproducir el fenémeno de la secuencia del
ciclo de forma correcta, se atribuye totalmente al enorme detalle en la creacion de la red de
interacciones bioquimicas, por lo que es apropiado destacar la importancia del proceso de

creacion del modelo conceptual que se usara de base para cualquier tipo de modelo.

Por otra parte, es necesario mencionar el tema de la propiedad estocéstica en el MC2Sp,
que aunque integra todo un proceso aleatoria en el modelo, la célula aun asi tiene la capacidad
para llegar al estado objetivo a pesar de la existencia de perturbaciones en los valores de
actividad de las proteinas. Esto se muestra claramente en el analisis de los estados estacionarios
obtenidos en el modelo, siendo que dan una visién a los diferentes patrones que se pueden
seguir en la simulacion; pero que aun asi el estado estacionario G1 es el que predomina en la

célula, tal como se espera de forma bioldgica.

Ademas al hacer las simulaciones bajo condiciones bioldgicas, no se obtuvo en todos los
casos el estado estacionario G1, lo que permite descartar cualquier tipo de comportamiento
deterministico donde siempre se obtienen los mismos resultados; como es conocido en la
naturaleza, existen diferentes procesos que se ven influenciados por perturbaciones aleatorias.

Esta propiedad aleatoria permite estudiar comportamientos emergentes como los estados
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estacionarios sin necesidad de que sean programados de forma previa.

Una de las capacidades mas notorias del MC2Sp es que puede reproducir el compor-
tamiento biolégico, tanto en la parte de los tiempos de las fases del ciclo celular, como en
su secuencia, lo que le da una ventaja sobre el modelo de redes booleanas debido a que ese
modelo solo tiene la capacidad de representar la secuencia del ciclo celular, pero sin poder
medir los tiempos de las fases de éste, como se hace en los modelos mateméaticos. Otra ventaja
del MC2Sp es que no fue necesario considerar los parametros cinéticos para los procesos
moleculares, valores que son estrictamente necesarios para poder desarrollar un modelo que
esté basado en EDO, los cuales no siempre son posibles de conocer debido a la complejidad
de los experimentos que se deben realizar para poder medirlos. Estas son las dos ventajas

principales del MC2Sp sobre otros modelos.

4.2. Modelo basado en agentes de la ruta de fermenta-

ciéon malolactica Schizosaccharomyces pombe

Se realizo un modelo basado en agentes de la ruta de la fermentacién malolactica de S.
pombe. El diseno del modelo se realizé haciendo uso de la ruta metabdlica de este proceso como
base, para definir el modelo conceptual y los componentes que formaron parte del modelo.
La construccion se hizo siguiendo la misma légica en las funciones de NetLogo que en el
modelo del ciclo celular. Los resultados muestran que tanto el disenio como su programacion se
realizaron de manera adecuada y por lo tanto esta metodologia se puede utilizar para modelar

otras rutas metabdlicas, siempre y cuando se desarrolle un modelo conceptual adecuado.
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Esto se confirma con la verificacién del modelo donde cada reaccién de la ruta metabodlica
se programé de forma separada revisando que su funcionamiento fuera correcto de forma
individual, para después integrar cada ruta modelada en un mismo modelo que represente la
totalidad del modelo conceptual. Ademas, se presentaron resultados que permiten validar el
modelo debido a su similitud entre el comportamiento simulado y las reacciones bioquimicas

biologicas.

Cuando se analiz6 el modelo en diferentes condiciones para poder entender de forma
general el comportamiento de éste, se obtuvieron resultados positivos, ya que no surgié ningtin
comportamiento que no pudiera ser explicado con los conocimientos existentes de como
funcionan las reacciones catalizadas por enzimas. De esta forma, se puede decir que el MFmSp
reproduce de forma adecuada el fenémeno de la fermentaciéon malolactica llevada a cabo por

S. pombe.

4.3. Discusién general

Todo el proceso seguido en la metodologia debe llevarse a cabo de una manera muy
cuidadosa para garantizar que el MBA que se quiera realizar pueda representar el fenémeno
que se desee. Todas las partes (disefio, construccién y andlisis) tienen sus consideraciones que
deben entenderse y resolverse de manera robusta, ya que un mal disefio puede causar que un
modelo no sea representativo aun cuando la programacién se haga de forma adecuada; de
la misma manera que un mal analisis puede llevar a que un modelo bien implementado se
descarte o que uno pobremente implementado se tome como funcional al interpretar mal los

resultados obtenidos.
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Una de las ventajas del MBA es la gran capacidad que tiene como técnica de modelado
para estudiar una gran cantidad de fenémenos complejos sin necesidad de tener conocimientos
avanzados de programacion y sin necesidad de conocer EDO, sistemas de ecuaciones y otras
cuestiones de modelado matematico, haciendo del MBA una técnica relativamente sencilla de
implementar y disminuyendo la probabilidad de equivocaciones por el simple uso de la técnica;

enfocando el conocimiento y el pensamiento cientifico en el entendimiento del fenémeno.

En general, el MBA representa un ahorro de recursos econémicos y de tiempo, al igual
que otras técnicas de modelado computacional. Al cambiar los experimentos in vivo, que
necesitan del uso de insumos, organismos y tiempo en el laboratorio, por otros experimentos
in silico. Sin embargo, estos modelos no pretenden reemplazar los experimentos realizados en
laboratorio sino servir como una herramienta guia para disminuir el niimero de experimentos

que se deban realizar.
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Conclusiones y trabajo futuro

5.1. Conclusiones

En este trabajo se desarroll6 un modelo basado en agentes del ciclo celular de la levadura
S. pombe. Este modelo tuvo la capacidad de representar el fenémeno biolégico al tener la
capacidad de reproducir la secuencia de las fases del ciclo celular ademas del tiempo que cada
fase dura en el ciclo. El modelo se verific6 analizando paso a paso la programacion del modelo

conceptual y se validé comparando los resultados con otros modelos publicados anteriormente.

Para lograr los objetivos se siguié la metodologia descrita en el Capitulo 2, empezando
por el disenio del modelo conceptual para después programarlo y analizarlo. De esta manera se
comprueba la hipétesis de que el modelado basado en agentes es una herramienta apropiada
para estudiar el ciclo celular de la levadura S. pombe y probablemente, otros fenémenos

biolégicos basados en interacciones bioquimicas entre proteinas.

Por otra parte, también se realizo un modelo basado en agentes de la ruta de la fermen-

tacion malolactica de S. pombe. De igual manera este modelo pudo reproducir el fenémeno
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biologico al modelar las reacciones enzimaticas presentes en esta ruta. La verificacion y
validacion también fue necesaria. La verificacion se llevo a cabo de la misma manera que
el modelo del ciclo celular, mientras que la validacién se hizo analizando los resultados y

comprobando con los conocimientos generales de reacciones enzimaticas.

En ambos casos existe la ausencia de parametros cinéticos introducidos en los modelos,
por lo que existe una ventaja sobre el uso de esta metodologia contra técnicas de modelado
matematico que usan EDO ya que las ecuaciones deben incluir estos valores cinéticos para
poder representar el fendmeno biolégico. De la misma manera estos modelos muestran una
ventaja sobre el uso de experimentos en el laboratorio debido a que no es necesario hacer
uso de materiales que cuestan dinero, necesitan de conocimiento técnico especifico y generan

residuos.

5.2. Trabajo a futuro

Una vez comprobada la capacidad del modelo para reproducir el ciclo celular, es necesario
pensar las aplicaciones en las que puede ser utilizado, ya sea en su forma original o usandolo
como base para otros procesos mas complejos al hacerle modificaciones apropiadas para el
problema que se quiera resolver. Una de las proyecciones es en el tema del uso de levaduras
para desarrollar tratamientos especificos para distintos tipos de cancer. Para poder realizar
esto se tiene la opcion de agregar un agente o agentes que tengan un comportamiento especifico
y que actien sobre una de las proteinas, de forma que el modelo tenga un comportamiento
final diferente. Como se menciond anteriormente una de las formas de actuar sobre una célula
cancerosa es entender su funcionamiento y analizar cual es la mejor forma para que un farmaco

actie y mate a la célula. De esta forma, un agente externo que tenga efecto sobre una proteina
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de la red puede hacer que la célula no llegue al estado estacionario G1 haciendo que otro

estado estacionario predomine, evitando que la célula se siga reproduciendo.

En cuanto al modelo de la fermentacion, de la misma manera que se modelaron las
reacciones individuales, se puede escalar de forma que se modelen otras rutas metabdlicas que
son de importancia en la fermentacion de S. pombe para después ser integradas todas en un
modelo més completo. Las rutas que se pueden tomar en cuenta son aquellas en las que se
sintetizan otros metabolitos que son importantes en la fermentacién de vinos, como acido
acético, ureasa, glicerol, etc. Debido al éxito obtenido al modelar la ruta metabdlica, se puede

utilizar la misma metodologia para modelar las otras rutas metabdlicas.

Otro enfoque que se puede realizar sobre los modelos es cambiar la abstraccion en la que
los agentes estan definidos, cambiando el enfoque intracelular donde los agentes son moléculas,
a otros concepciones donde las entidades principales sean las células de la levadura que lleven
a cabo los fenémenos descritos en el modelo, ya sea con células que lleven a cabo el ciclo
celular, se dividan y hereden esa capacidad a las células hijas. O células que lleven a cabo la
fermentacién completa, una vez que se han tomado en cuenta todas las rutas que participan,

para estudiar la fermentacion incluso a escalas industriales.

Por tltimo, seria interesante la aplicacion de la metodologia aplicada en esta tesis para
modelar otros procesos celulares que involucren interacciones entre proteinas de la levadura S.
pombe u otros organismos. Generalizando el uso de MBA y otras técnicas computacionales en

el estudio de los sistemas biolégicos.
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