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Resumen de la tesis que presenta Erick Eduardo Martinez Acosta como requisito parcial para la obtencién
del grado de Maestro en Ciencias en Ciencias de la Vida con orientacién en Biomedicina vy
Bionanotecnologia.

Modelado booleano y simulacién de redes moleculares regulatorias del TGF- en la metastasis 6sea de
cancer de mama

Resumen aprobado por:

Dra. Patricia Juarez Camacho Dr. Israel Marck Martinez Pérez
Codirectora de tesis Codirector de tesis

El cdncer de mama es una de las principales causas de muerte a nivel global, la mayoria de estas muertes
se atribuyen a la metdstasis. Los canceres que realizan metdstasis al hueso con mayor frecuencia son el
cancer de mama, de préstata y de pulmon. El factor de crecimiento y transformacion B (TGF-R) es una
citocina con un papel principal en el establecimiento y progresion de éstos canceres. El TGF-I8 es un factor
dual, en etapas tempranas inhibe la formacidn del cancer, mientras que, en etapas avanzadas del cancer,
promueve la metdstasis a través de su habilidad de regular procesos como las vias de senalizacion que
regulan la metastasis hacia el hueso. Otros factores como IL-6, IL-8, IL-11, y PTHrP también favorecen la
metastasis 6sea y contribuyen al desbalance de la remodelacién del hueso incrementando la resorcidn
6sea, en lo que se conoce como ciclo vicioso. Si bien el conocimiento actual de la enfermedad se ha
generado mediante la investigacién experimental, el uso de modelos y simulacién computacional es una
herramienta muy valiosa para extender y complementar la investigacion en la busqueda de nuevos
blancos terapéuticos. Por lo anterior, se propone el uso de modelos booleanos y simulacién in silico para
analizar la dinamica molecular del cancer de mama metastdsico de hueso y su interaccién con la
remodelacidn del hueso. Este trabajo estd basado en trabajos reportados en los ultimos afios, en el area
de metastasis 6sea cancer de mama, TGF-B, entre otras moléculas, para la posterior construccién del
modelo booleano. Se implementaron los softwares de simulacién GINsim, Logic.ly y BoolNet.
Obteniéndose un modelo que simula el comportamiento del sistema asociado a la remodelacién dsea, y
la ostedlisis causada por el efecto de factores osteoliticos en el hueso asociados al cancer de mama
metastadsico al hueso. Finalmente, se realizé una validacién computacional del modelo, inhibiendo PTHrP
en el modelo booleano emulando lo que ocurre en estudios celulares al inhibir la produccion de esta
molécula. Nuestros resultados muestran que nuestro modelo es consistente con los resultados esperados
y es un primer acercamiento a la representacién booleana de esta enfermedad. Se requiere de estudios
futuros para enriquecer este modelo integrando mas literatura que permita tener un modelo mas robusto
y predictivo.

Palabras clave: Cancer de mama, Metastasis 6sea, Simulacion, Computacional, Modelo booleano



Abstract of the thesis presented by Erick Eduardo Martinez Acosta as a partial requirement to obtain the
Master of Science degree in Life Sciences with orientation in Biomedicine and Bionanotechnology.

Boolean modeling and simulation of molecular regulatory networks of TGF-[3 in breast cancer bone

metastasis
Abstract approved by:
PhD. Patricia Juarez Camacho PhD. Israel Marck Martinez Pérez
Thesis codirector Thesis codirector

Breast cancer is one of the leading causes of death globally, most of these deaths are attributed to
metastasis. The cancers that perform bone metastases most often are breast, prostate and lung cancer.
The transforming growth factor B (TGF-R) is a cytokine with a major role in the establishment and
progression of these cancers. TGF-B8 is a dual factor, in early stages it inhibits the formation of cancer,
while, in advanced stages of cancer, it promotes metastasis through its ability to regulate processes such
as signaling pathways that regulate bone metastasis. Other factors such as IL-6, IL-8, IL-11, and PTHrP also
favor bone metastasis and contribute to the imbalance of bone remodeling by increasing bone resorption,
in what is known as the vicious cycle. Although current knowledge of the disease has been generated
through experimental research, the use of models and computational simulation is a very valuable tool to
extend and complement research in the search for new therapeutic targets. Therefore, the use of Boolean
models and in silico simulation is proposed to analyze the molecular dynamics of metastatic bone breast
cancer and its interaction with bone remodeling. This work is based on work reported in recent years, in
the area of breast cancer bone metastasis, TGF-B, among other molecules, for the subsequent
construction of the boolean model. Simulation software GINsim, Logic.Ly and BoolNet were implemented.
Obtaining a model that simulates the behavior of the system associated with bone remodeling, and the
osteolysis caused by the effect of osteolytic factors in the bone associated with metastatic breast cancer
to the bone. Finally, a computational validation of the model was performed, inhibiting PTHrP in the
Boolean model emulating what happens in cell studies by inhibiting the production of this molecule. Our
results show that our model is consistent with the expected results and is a first approach to the Boolean
representation of this disease. Future studies are required to enrich this model by integrating more
literature that allows for a more robust and predictive model.

Keywords: Breast cancer, Bone metastasis, Simulation, Computational, Boolean model
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Capitulo 1. Introduccion

Céncer es el nombre al cual se ha asociado un conjunto de enfermedades genéticas que se desarrollan por
la acumulacion de mutaciones en el genoma, las cuales afectan el crecimiento y desarrollo controlado de
las células. En el 2018 se reportaron 18.1 millones de nuevos casos de cdncer en el mundo y 9.6 millones

de muertes por esta causa (Ferlay et al., 2019).

Las células sanas pueden convertirse en cancerigenas debido a agentes mutagénicos, mutaciones por
errores en la replicacién o reparacién del ADN, etc. Cuando las células de un tejido en particular se han
convertido en cancerigenas y comienzan a crecer se habla de un tumor primario, el cual puede clasificarse
en varios estadios segun su tamano, capacidad invasiva y si se ha diseminado a otros tejidos. A un tumor
que tiene la capacidad de invadir otros tejidos y realizar metastasis se le conoce como tumor maligno. Tal
es el caso del cancer de mama, el cual es un tumor maligno que puede poseer la habilidad de invadir el
tejido que lo rodea y viajar a drganos distantes del cuerpo (Weigelt et al., 2005). El cdncer de mama es la
segunda causa mas comun de muerte por cancer a nivel global, y de acuerdo con un estudio elaborado en

2018, representd cerca del 11.6% del total (aproximadamente 2.1 millones de muertes) (Bray et al., 2018).

La metastasis se presenta en etapas avanzadas del cancer, cuando las células cancerigenas de un tumor
primario viajan a través del sistema linfatico o vascular para alcanzar otro tejido y comenzar a
desarrollarse, tratdndose entonces de un tumor metastasico. De acuerdo con la Asociacion Americana del
Cancer el 90% de las muertes por cancer son por causa de la metdstasis. Ademas, se ha reportado que los
canceres que metastatizan al hueso con mayor frecuencia son el cdncer de mama, pulmén y prdstata

(Coleman, 1997).

Para el caso del cdncer de mama, cuando estas células cancerigenas viajan para desarrollarse en un nuevo
sitio en el hueso, se le conoce como metastasis 6sea de cancer de mama. En el hueso existe un equilibrio
dindmico entre la destruccion y formacién del hueso, sin embargo, en presencia de células cancerigenas
un factor clave llamado factor de crecimiento y transformacion R (TGF-RB), a través de distintas
sefializaciones moleculares favorece la activacion de osteoclastos (Hiraga et al., 2006) e inhibe la

formacidn del hueso (Kang et al., 2005).

La gran familia de factores de crecimiento R esta compuesta por mas de 30 proteinas, incluyendo las

isoformas 1, 2 y 3 del TGF-B, la cual es una citocina homodimérica (Cheifetz et al., 1990). Las vias de
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sefializacion del TGF-R participan en diversas funciones celulares, tales como crecimiento, diferenciacion,
motilidad, invasién, produccién de matriz extracelular, vasculogénesis, angiogénesis, respuesta inmune e
inflamatoria (Neuzillet et al., 2015). Interesantemente, se ha descrito a TGF-B como un factor dual, ya que
en células sanas TGF-I se presenta como un agente antitumoral, sin embargo, en etapas avanzadas del
cancer este mismo factor presenta efectos contrarios, siendo clave para el desarrollo y progresién de la

enfermedad (Tian et al., 2011).

Pese a los casi 35 afos del descubrimiento del TGF-B y del gran estudio al que ha sido sometido, se
desconoce mucho sobre las interacciones moleculares de su via candnica con otras vias de sefalizacion
relacionadas a su actividad tumoral. Por ejemplo, aunque se ha observado una relacién entre la
sobreexpresion de la proteina inhibitoria SMAD7 (regulador negativo de la via candnica del TGF-R) y el
aumento en la presencia de quinasa c-Jun N-terminal (JNK), no se ha elucidado la dindmica molecular que
permite este comportamiento (Yan y Chen, 2011). Otro comportamiento observado es la sensibilidad de
lineas celulares de cdncer de mama a TGF-R en la ausencia de receptores de estrégeno, pero no asi en la
presencia de este tipo de receptores hormonales (Hayashi et al., 2017). El papel de los receptores
hormonales en el contexto del TGF-R no esta totalmente caracterizado. Comprender mds sobre estos
elementos relacionados con el desarrollo y progresiéon del cancer podria ayudar a la generacion de

tratamientos nuevos y mas eficaces.

A la fecha se han implementado distintos enfoques para proponer estrategias terapéuticas y ampliar el
estudio del cancer y la metdstasis, aunque por lo regular dicho conocimiento se ha generado en base a la
investigacion experimental, hoy en dia las herramientas matematicas y computacionales permiten un
andlisis de la dinamica molecular basado en la informacidn actual sobre la enfermedad, con el fin de
comprender mejor los mecanismos asociados y generar cierto poder predictivo. Las ecuaciones
diferenciales ordinarias (ODEs) han sido el pilar de la representacion matematica de sistemas bioldgicos,
particularmente desde los primeros estudios acerca de la formacion y destruccién dsea (Hart et al., 1984),
enfermedades metabdlicas (Lemaire et al., 2004), hasta la interaccion del cancer con la sefalizacion
autocrinay paracrina de osteoclastos y osteoblastos en la remodelacion del hueso (Ayati et al., 2010). Una
caracteristica de los modelos basados en ODEs, es que requieren de constantes experimentales de los
elementos que participan en el sistema analizado, si bien algunos parametros pueden ser inferidos,
mientras se disponga de mas constantes mayor sera la fidelidad de representacion que se obtiene del
modelo. Esta es la limitante por la que este tipo de modelos tienden a ser reducidos (menos de 10
elementos) (Jerez y Camacho, 2018). Por otra parte, los modelos booleanos de sistemas bioldgicos

prescinden de estas constantes, ya que se basan en el dlgebra booleana para representar de manera
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cualitativa la naturaleza de las interacciones entre los elementos del sistema, es decir, mediante los
valores 1 (estado alto) y 0 (estado bajo) se puede expresar activacion e inhibicidn, respectivamente. Esto
permite que el estudio se amplie considerando mas elementos en el sistema que un modelo de ODEs, y

en este sentido, el potencial de encontrar nuevos y mejores blancos terapéuticos incrementa.

De acuerdo con Bibi et al. (2017) , para representar la dinamica del sistema mediante un modelo booleano
es necesario establecer un modelo biolégico, es decir, un esquema que incorpore todos los elementos de
las vias de sefializacion a considerar, asi como las interacciones entre ellos. Posteriormente, basado en la
literatura se establecen las reglas de interaccion de las moléculas con operaciones booleanas. Luego se
traslada el modelo esquematico y todo lo recopilado sobre sus interacciones a un software especializado
de modelos booleanos de redes regulatorias moleculares, donde se pueden implementar distintas
herramientas para su analisis. En este punto se pueden aplicar diferentes enfoques para proponer nuevos
blancos terapéuticos, o ver el comportamiento de fdrmacos conocidos en la dindmica general del sistema.
Ademas, con este tipo de modelos es posible proponer mecanismos de accién entre moléculas donde solo

se conozca una correlacion.

A pesar de las ventajas de los modelos booleanos el nimero de estudios relacionados con la metastasis
Osea de cancer de mama es practicamente nulo. Sin embargo, dados los buenos resultados de los modelos
predictivos en otros trabajos, por ejemplo, en mecanismos de proteinas de choque térmico (Vasaikar
et al., 2015), sistemas de redes moleculares regulatorias del blanco de rapamicina (mTOR) (Bibi et al.,
2017), identificacion de nuevos blancos terapéuticos en células de cancer de mama resistentes a
trastuzumab (Sahin et al., 2009), entre otros, en este trabajo se propone el uso de modelado booleano y
simulacidn computacional para analizar la dindmica molecular del TGF-B en el cdncer de mama

metastasico de hueso.



1.1. Antecedentes

1.1.1. Conceptos bioldgicos

1.1.1.1. El Factor de Crecimiento Transformante-8 (TGF-B)

1.1.1.1.1. Funcién general y estructura del TGF-8

El Factor de Crecimiento Transformante-B (TGF-R) fue descubierto y purificado a principios de los 80’s. En
un principio se le relacioné con el factor de crecimiento epidermal (EGF) debido a su funcién como
estimulador del crecimiento dependiente de la concentracidn del factor (Roberts et al., 1983). Desde
entonces se han encontrado nuevas funciones reguladas por TGF-R. Algunas de sus principales actividades
consisten en regular negativamente la proliferacion celular epitelial, y favorecer la diferenciaciéon. También
tiene la capacidad de controlar la respuesta inmune e inflamatoria a través de acciones en la proliferacién
y actividad de células B y T, regulando asi su homeostasis (Attisano et al., 1994; Joan Massagué y Gomis,
2006), y suprimiendo la actividad de macréfagos y células asesinas naturales (NK) (Wahl, 1992). Se ha
comprobado la relacién del TGF- con la sintesis y remodelacion de la matriz extracelular, alterando la
adhesividad celular e interacciones célula-célula (Massagué, 1990)(J. Massagué, 1990). Ademas, se ha
reportado que en concentraciones bajas del TGF-B este posee actividad pro-angiogénica, mientras que en
concentraciones altas realiza actividades anti-angiogénicas (Pepper, 1997; Pepper et al., 1993). El efecto
del TGF-B y de las citocinas en general sobre las distintas células puede ser completamente contrario, y
esto depende del contexto celular y la concentraciéon de citocina (Nathan y Sporn, 1991). Otro elemento
gue define la funcién que TGF-I tendra es el receptor del TGF-8 activado, a través del cual se desencadena

una cascada de sefalizacién bien regulada que llega a regular genes especificos (Attisano y Wrana, 2002).

Se han identificado tres isoformas del TGF- en humanos, TGF-B1, TGF-B2 y TGF-B3, y aunque cada una es
expresada por su propio gen, poseen un porcentaje de identidad del 71% al 76% entre sus secuencias de
nucledtidos (Cheifetz et al., 1990). Las isoformas son complejos homodiméricos de 25 kDa, donde cada
mondmero del complejo consiste en dos pares antiparalelos de cadenas-B que forman una superficie
plana con una hélice-a separada. Poseen dos enlaces disulfuro intracadena que forman un anillo
enhebrado por un tercer enlace disulfuro intracadena, cuyo arreglo ha sido denominado nudo de cisteina
(Miyazono y Heldin, 2008). Las tres isoformas de TGF-f son sintetizadas como una pro-proteina de 55 kDa
gue consiste en una proregion amino terminal y una regién madura carboxilo terminal. La proregion
facilita la dimerizacidn adecuada de la pro-proteina. TGF-B es secretada en una forma inactiva en la que la

forma madura del carboxilo terminal de 12.5 kDa y 112 aminoacidos de longitud es unido no
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covalentemente con el resto amino terminal del péptido asociado a la latencia (LAP, Latency-Associated
Peptide) de 80 kDa (Miyazono y Heldin, 2008). Este complejo es conocido como el complejo TGF-B latente
pequefio, el cual puede asociarse con miembros de la familia de la proteina de unién a TGF-B latente (LTBP,
Latent TGF-8-Binding Protein) para formar el gran complejo TGF-p. La liberacion de TGF-B de los complejos
latentes es conocida como activacién, y aunque se desconoce el mecanismo preciso, puede ser facilitada
por proteasas incluyendo plasmina y metaloproteinasas de matriz, asi como por trombospondinas o
integrinas- avB6 (Jakowlew etal., 2008). Posteriormente, los dimeros de TGF-B son cortados por
endoproteasas en el motivo de aminodacidos RXXR conservado, localizado justo rio arriba del péptido TGF-
B maduro. Cortes extracelulares son facilitados a través de furinas, las cuales son convertasas de
proproteinas que procesan proteinas precursoras latentes en su forma biolédgicamente activa (Jakowlew

et al., 2008).

1.1.1.1.2. Receptores del TGF-B

Al mismo tiempo en que se descubrieron los efectos del TGF-, comenzé a estudiarse su mecanismo de
sefializacion, en el que se encontrd que los encargados de traducir la sefial de la familia TGF-R del exterior
de la célula al interior son un conjunto de receptores llamados receptores del TGF-R: TGFRR1, TGFRR2,
TGFRR3. Los receptores del TGF-R 1y 2 son proteinas transmembranales de un solo paso con un dominio
guinasa situado intracelularmente el cual fosforila residuos serina y treonina. Cuando la molécula del TGF-
3 es presentada al receptor 2, el TGFRR1 es atraido a la sefial formando un complejo TGFRBR2, TGF-B y
TGFRR1. Una vez formado este complejo, ocurre una fosforilacion del TGFRR2 al TGFRR1, activando el
dominio quinasa. Una vez activado, el TGFRBR1 puede fosforilar las proteinas SMADS, las cuales contintian
con la sefial dentro de la célula (Attisano y Wrana, 2002). TGFRR3, también llamado betaglicano (BG), es
una proteina anclada a la membrana extracelular que sirve como receptor accesorio para presentar TGF-
R al TGFRR2 (Lopez etal., 1994). Ademas, BG puede anclarse a inhibinas para potenciar su efecto

antagonista de BMPs (Bilandzic y Stenvers, 2011).

La multifuncionalidad de la familia del TGF-B se debe a la combinacién de receptores del TGF-R que
presentan las células. La sefial del TGF-R1, 2 y 3 esta mediada por los receptores tipo 1: ALK1-7, y el

receptor tipo 2: TGFRR2 (Wakefield y Hill, 2013).



1.1.1.1.3. Inhibidores del TGF-R

Como se ha descrito, la via de sefalizacion del TGF-B se encuentra altamente regulada, positiva y
negativamente. Esta regulacién se lleva a cabo a nivel extracelular, membranal, citoplasmatico y nuclear.

Un desbalance en estos procesos permite el desarrollo tumoral y su diseminacién a otros tejidos.

1.1.1.1.3.1. Inhibicién por I-Smads

Las Smad6/7 son Smads inhibidoras (I-Smads) reguladas por TGF-B, activinas y BMPs. Dichas Smads son
antagonistas de las Co-Smads (Smad4) por lo que forman complejos con las R-Smads (Smad2/3/1/5/8).
Las I-Smads se caracterizan por unirse a los receptores del TGF-R1 activados por los receptores tipo 2, y
promover la liberacién de las R-Smads interactuando con estas. Smad7 inhibe la sefializacion del TGF-£,
activinas y BMPs en una retroalimentacién negativa en la que las Smad3 y 4 se unen al promotor de la
Smad7 para activar su expresién. La Smad6 inhibe preferentemente la sefializacion de BMPs, y su

expresion es estimulada por las Smads activadas por BMPs (Miyazono, 2000).

1.1.1.1.3.2. Inhibicién por via de Erk MAP quinasa

La via de Erk MAP quinasa es activada por Ras a través de factores de crecimiento epidermal (EGF) y factor
de crecimiento de hepatocitos (HGF). Erk inhibe la sefalizacion del TGF-R fosforilando residuos treonina
de Smads evitando que estos sean capaces de llegar adentro del nucleo. Mutaciones pro-oncogénicas de
Ras inhiben las sefiales de inhibicién de crecimiento por parte del TGF-B a través de este mecanismo en el

que las R-Smads no pueden ser translocadas el nicleo (Miyazono, 2000).

1.1.1.1.3.3. Inhibicién por co-represor transcripcional

Los co-represores se encuentran dentro del nicleo, y se unen a las R-Smads en lugar de factores de
transcripcién que promueven la expresion de genes. C-Ski se une a Smad2, Smad3 y Smad4, y discrimina

las Smads activadas por BMPs. Ademas, C-Ski recluta histonas desacetilasas (HDACs) para reprimir la
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transcripcién de genes objetivos de los complejos Smad. SnoN es una proteina relacionada a c-Ski, la cual
reprime la activacion rdpida de genes que responden a TGF-B. Este co-represor es degradado por
proteosomas una vez que se haya dado el estimulo del TGF-B y la acumulaciéon de Smad3 en el nicleo. C-
Ski es degradado cuando se lleva a cabo el estimulo del TGF-R. SnoN es expresado por TGF-B y se encarga

de terminar la sefalizacion de este en una retroalimentacién negativa (Miyazono, 2000).

1.1.1.1.3.4. Degradacion de Smads

Las proteinas Smads son degradadas por ubiquitinizacién, a través de las enzimas de activacion de
ubiquitinas E1, enzimas de conjugacidn de ubiquitinas E2 y ligasas de ubiquitina E3. Esta ultima se encarga
del reconocimiento especifico de proteinas. Smurfl es una ligasa de ubiquitina E3 que degrada
especificamente Smadl y Smad5 activados por la via de sefializacién de BMPs. Las Smads pueden
prescindir de esta manera dependiente de ligasa para ser degradadas, tal es el caso de la Smad2 que
depende de localizacién nuclear para ser ubiquitinada una vez efectuada su funcidn al ser activadas por

TGF-R (Miyazono, 2000).

1.1.1.1.4. Via candnica (proteinas SMAD)

En la ruta clasica de transduccion de la sefial del TGF-i3, TGF-R llega al TGFRR2 y TGFRR1. TGFRR2 fosforila
al TGFRR1, el cual activa por fosforilacién al complejo Smad2/3. La proteina Smad4 (Smad comun o co-
Smad) puede unirse al complejo fosforilado Smad2/3 (Smads activados por receptor o R-Smad)
permitiendo su internalizacidon al ndcleo, donde podran unirse a factores de transcripcion especifico para
activar 6 reprimir genes regulados por TGF-R y generar las respuestas celulares requeridas (Figura 1)
(Neuzillet et al., 2015). Esta via de sefalizacion se encuentra regulada en varios niveles por fosforilaciones,
transporte nucleocitoplasmatico, SMADS inhibidores, como la proteina Smad7, y degradacién de

receptores por ubiquitinacién (Shi y Massagué, 2003).



T
Canonica
BMPs, GDF, TGFR, activinas,
TGFR NODAL
TGFR-RII TGFR-RI, TGFR-RI,
) ALK1, ALK2, ALK4, ALK7

ALK3, or ALK6

N0 Oy IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII:|

Endosomas
tempranos P
/-

Co-Factores

Ntcleo M

Figura 1. Via candnica de TGF- 8. Moléculas de la familia del TGF-B llegan al receptor Il, lo que provoca la formacion
del complejo TGF-B-RII-RI, el cual esta activado por fosforilacion (circulos negros). Los receptores fosforilan a las R-
SMADS de color verde y azul, los cuales en conjunto con la Co-SMAD4 (color morado) son introducidos al ndcleo
mediante endosomas. Una vez en el nicleo los complejos se unen a Co-factores para regular genes. Modificado de
Neuzillet C. et al., (2015).

1.1.1.2. Cancer

La formacién de tumores en humanos es un proceso complicado que involucra miultiples eventos y
factores que generalmente ocurren sobre un periodo de tiempo extendido. Las células de cancer humano
a menudo requieren habilidades que la mayoria de las células no poseen ordinariamente, incluyendo
resistencia a la inhibicion de crecimiento, proliferaciéon independiente de factores de crecimiento,
replicacion sin limites, invasidén, metastasis, evasion de apoptosis y vigilancia inmune, y soporte de
angiogénesis a través de la inestabilidad gendmica. Estos procesos son regulados por rutas de
transduccion de seiales complejas que ademas controlan la homeostasis celular normal. Dentro de estas
vias de sefalizacién, destaca la del TGF-R que regula muchos aspectos de las funciones celulares,
incluyendo proliferacion celular, diferenciacidn, migracidn, apoptosis, adhesidn, angiogénesis, vigilancia

inmune y supervivencia (Jakowlew et al., 2008).



1.1.1.2.1. Metastasis

1.1.1.2.1.1. Metastasis dsea

La metastasis se lleva a cabo en etapas avanzadas del cdncer mediante una cascada de sefalizacion
compleja, cuando las células tumorales han crecido lo suficiente que comienzan a desprenderse del tumor
primario a través de un proceso de transicion epitelial a mesenquimal (EMT) e invaden el sistema vascular,
este ultimo conocido como intravasaciéon. Posteriormente las células cancerosas que viajan a través de la
circulacidn (CTCs) se adhieren y atraviesan las paredes vasculares cercanas al nuevo érgano a invadir en
un proceso llamado extravasacion. La siguiente parte es la menos estudiada y corresponde a la
colonizacion. Este proceso requiere que las células se establezcan, comiencen y mantengan el crecimiento,
ademas necesita del desarrollo de los procesos de creaciéon de nuevos vasos sanguineos a partir de vasos
preexistentes (angiogénesis) para el suministro de nutrientes y oxigeno (Chaffer y Weinberg, 2011). En el
caso particular de la metdstasis ésea, se trata de la diseminacidn del cdncer primario a los huesos. Las
interacciones del tumor metastasico con las células del hueso generan lesiones osteoblasticas y/u
osteoliticas, con mayor actividad de formacién de hueso o mayor actividad de destruccidon de hueso,
respectivamente. De acuerdo con (Brown et al., 2005), el cancer de mama, pulmén y prdstata, son los

principales canceres primarios que migran al hueso.

1.1.1.2.1.2. Vias de senalizacion en la metastasis Osea

Cuando se trata de la metastasis dsea se puede favorecer un aumento de la destruccién de hueso
(metastasis osteolitica) o un aumento tanto de la destruccién como la formacién del hueso, terminando
en el favorecimiento de este Ultimo (metdstasis osteobldstica). Debido a que la metastasis osteolitica es
la mas comun en el cancer de mama, las vias de sefializacidén estudiadas en este trabajo se limitan a este

tipo de lesiones (Guise et al., 2005).
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1.1.1.2.1.3. TGF-B y metastasis de hueso

Andlisis inmunohistoquimicos de metdstasis de hueso de cdncer de mama, y analisis de ensayos ELISA de
la via de sefializacién dependiente de Smads del TGF-R, muestran que no solo las vias no candnicas estan
relacionadas con la metdstasis 6sea, puesto que se ha encontrado la participacion del TGF-3, Smads 2, 3y
4 en la expresion de interleucina 11 (IL-11) (Kang et al., 2005). IL-11 es conocido por estimular la resorcién
dsea (Morinaga et al., 1997), sin embargo, para esto es importante que la via candnica del TGF-R pierda

actividades supresoras de tumores (Kang et al., 2005).

En la mayoria de los ensayos mediante inmunohistoquimica con anticuerpos anti-fosfopéptidos contra
fosfo-Smad2 se encontrd tincién nuclear en las células tumorales, sugiriendo la sefalizacion activa de TGF-
R en el tumor primario de cancer de mama, mientras que los ensayos con anti-fosfo-Smad1/5/8 sugieren
la actividad de proteinas morfogénicas de hueso (BMP) en el desarrollo del tumor primario y en la

metastasis de hueso (Katsuno et al., 2008).

Otra intervencion del TGF-R a través de la via de sefializacidn candnica en la metdstasis ésea de cancer de
mama es la promocién de la sintesis de la proteina relacionada con la hormona paratiroidea (PTHrP) en
tumores, favoreciendo la metdstasis osteolitica y contribuyendo asi al “ciclo vicioso” de la metastasis dsea

(Guise, 2002).

1.1.1.2.1.4. Ciclo vicioso

La remodelacion ésea se lleva a cabo en un equilibrio dindmico entre la resorcién del hueso, por parte de
los osteoclastos, y la formacién del hueso, por parte de los osteoblastos (Rodan, 1998). Los osteoblastos
activos sintetizan el ligando de receptor activador para el factor nuclear k B (RANKL) el cual se une al
receptor activador para el factor nuclear k B (RANK) expresado por los precursores de osteoclastos (OCp),
permitiendo su diferenciacion a osteoclastos activos (OCa) (Kozlow y Guise, 2005). Los precursores de los
osteoblastos son los osteoblastos respondedores, quienes sintetizan osteoprotegerina (OPG) que compite
por RANKL, regulando negativamente la maduracidn de OCp. Los OCa son células multinucleadas
compuestas por varios OCp (Teitelbaum, 2000). Al realizar la resorcién del hueso, liberan minerales,
ademas de factores de crecimiento como TGF-B (Guise et al., 2005). Este ultimo inhibe la maduracién de

los osteoblastos y promueve la apoptosis de osteoclastos activos. Cuando un tumor de cancer de mama,
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pulmdn o prdstata realiza metdstasis ésea promueve mediante distintos factores como TGF-RB, factor de
crecimiento insulinico tipo 1 (IGF1) y PTHrP lo que se conoce como “ciclo vicioso” (Kingsley et al., 2007,
Yoneda y Hiraga, 2005). En el caso de la liberacion de PTHrP por parte de las células cancerigenas, este
promueve la sintesis de RANKL e inhibe la sintesis de OPG, favoreciendo asi la maduracién de osteoclastos
(Kondo et al., 2002), lo que a su vez promueve la resorcidn ésea permitiendo la liberacién de TGF-B y el

crecimiento tumoral (Figura 2) (Jerez y Camacho, 2018).

Formacidn de Destruccion de
hueso hueso

Figura 2. Representacion a grandes rasgos del ciclo vicioso de la remodelacién dsea con la interaccion de un tumor.
Obteoblastos apoptoticos (ApOB), osteoblastos activos (aOB), osteoblastos respondedores (rOB), ligando de
receptor activador para el factor nuclear k B (RANKL), osteoprotegerina (OPG), proteina relacionada a la hormona
paratiroidea (PTHrP), factor de crecimiento transformante B (TGF-B), receptor activador para el factor nuclear k B
(RANK), osteoclasto precursor (OCp), osteoclasto activo (aOC), osteoclasto apoptético (ApOC). Modificado de Jerez
y Camacho (2018).

La Figura 2 muestra el esquema de interacciones utilizado por Jerez y Camacho (2018) para su
representacién matematica y posterior simulacion computacional. En este esquema se pueden apreciar
los osteoblastos, osteoclastos y sus correspondientes sefializaciones que permiten un equilibrio dindmico
en la resorcién del hueso, asi como algunos elementos que promueven el ciclo vicioso de la metastasis
dsea osteolitica como PTHrP y TGF-B. En este trabajo se encontraron dos equilibrios entre las células y la
masa del hueso, uno de comportamiento sano y otro de lesién osteolitica. Ademas, de acuerdo con su
trabajo para que la invasion del cancer tenga éxito se deben cumplir algunas condiciones como que las
células cancerigenas tengan un crecimiento rapido comparado al de las células éseas, que el cancer no
estimule demasiado el crecimiento de osteoclastos y que exista una fuerte competencia por recursos
como TGF-B entre osteoblastos y células cancerigenas o mas control de osteoblastos sobre osteoclastos

(Jerez y Camacho, 2018).



12

1.1.2. Modelado de sistemas bioldgicos

Para poder tener un primer acercamiento a la representacion de sistemas biolégicos mediante modelos

matematicos es necesario abordar ciertos conceptos basicos descritos en los siguientes subapartados.

1.1.2.1. Modelo

Un modelo es una abstraccién de un objeto o proceso que conserva algunas de sus caracteristicas. Por
ejemplo, una red bioquimica de reacciones puede representarse mediante nodos para las moléculas y
flechas para las reacciones. Los modelos computacionales requieren de sentencias especificas sobre el
sistema, las cuales son respaldadas por trabajo experimental o conocimiento bioquimico (Klipp et al.,

2016).

1.1.2.2. Constantes, parametros y variables

Dependiendo de si el modelo es cuantitativo o cualitativo, estos se constituyen de tres principales tipos

de componentes, descritos a continuacion:

Constantes. Son valores fijos, es decir que no cambian en ninguna circunstancia. Por ejemplo, el valor del

numero de Avogadro, el nimero de Euler (e), i, por citar algunos ejemplos (Tenazinha y Vinga, 2011).

Parametros. Adquieren un valor establecido, que depende de las condiciones del sistema y de propiedades
intrinsecas de los elementos en cuestién. Por ejemplo, la constante de Michaelis-Menten (Km) de una

reaccidon enzimatica, las constantes de difusion, disociacidn, etc. (Tenazinha y Vinga, 2011).

Variables. Son elementos con valores que pueden cambiar dependiendo de las interacciones con el resto
de las variables. Un conjunto de variables puede describir el comportamiento del sistema, estas son
conocidas como variables de estado y son necesarias para definir el estado del sistema (Tenazinhay Vinga,

2011).
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1.1.2.3. Condiciones iniciales

Las condiciones iniciales son los valores de las variables de estado al principio del andlisis dinamico del
sistema. Dependiendo del nimero de variables y la complejidad de sus interacciones, las distintas

condiciones iniciales pueden dar lugar a diferentes estados y ciclos atractores (Wolkenhauer, 2001).

1.1.2.4. Estados estables (estados y ciclos atractores)

El concepto de estado estable es importante en el andlisis de la dindmica de sistemas bioldgicos. Es el
comportamiento constante del sistema, en términos de las variables de estado, el cual se alcanza después
de un cierto tiempo. Un tipo de estado estable se da cuando todas las variables se mantienen constantes
en el tiempo, también conocido como estado atractor. También existe el ciclo atractor, que surge cuando
el comportamiento constante es oscilatorio, es decir que las variables de estado cambian, pero vuelven a

tomar el mismo valor en un orden en particular (Pal et al., 2005).

1.1.3. Modelos matematicos y sistemas bioldgicos

Algunos de los fendmenos moleculares estudiados en el laboratorio tienen una clara explicacién basada
en principios bioquimicos. Sin embargo, muchas de las interacciones de moléculas o componentes de
sistemas no pueden explicar su comportamiento dentro de sistemas mas complejos de una manera
intuitiva. Los modelos matemadticos en conjunto con herramientas computacionales permiten
comprender la dindmica de estos procesos y realizar simulaciones de su comportamiento bajo ciertas

condiciones y en el contexto de un sistema mas completo.

Existen distintas caracteristicas que diferencian a los modelos. Los modelos cualitativos describen las
interacciones entre las moléculas del sistema, mientras que un modelo cuantitativo asigna un valor
numérico a los elementos y sus interacciones, los cuales pueden o no cambiar. En los modelos
deterministicos los estados futuros del sistema pueden ser predichos conociendo su estado actual,
mientras que los modelos estocasticos permiten conocer una distribucién de probabilidades para un

estado sucesivo del sistema. Los valores de las variables temporales o de estado pueden ser discretas (que
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pueden adquirir valores restringidos y por lo general enteros en cambios observables) o continuas (donde

se puede tomar un valor dentro de un intervalo ininterrumpido) (Kitano, 2002).

1.1.3.1. Modelos de ecuaciones diferenciales ordinarias (ODEs)

Este tipo de modelos implementan variables continuas que permite analizar el comportamiento dindmico
del sistema en cambios fisicos y fisicoquimicos, de ahi su dependencia de parametros cinéticos (por
ejemplo, de sintesis, degradacion y difusidn) y detalles sobre mecanismos de interaccién. Con base en lo
anterior es que estos modelos resultan practicos cuando se consideran pocos elementos de un sistema

(Machado et al., 2011).

Si tomamos como ejemplo el sistema de la Figura 3 en el que se interpreta de manera simplificada el
proceso de sintesis de energia mediante la glucdlisis, extraido de Klipp et al. (2016), es posible desarrollar
un modelo con ecuaciones diferenciales. Los cambios en las concentraciones de cada molécula estardn

dados por los parametros de sintesis, inhibicién y de degradacion a la que estén sujetas.

Extracelular Ss

s - - - T T T~
| Intracelular K,

K K K
So—+— Sq 2 So <
/N

Figura 3. Ejemplo de sistema metabdlico. El sistema molecular representado se asemeja a los primeros pasos del
metabolismo de nutrientes llamado glucdlisis, mediante el cual son convertidos a energia, mayormente en adenosin
trifosfato (ATP), y en aminodcidos y lipidos. Todas las reacciones se llevan a cabo por enzimas que tienen su
correspondiente velocidad enzimatica K. La glucosa extracelular y su concentracién es representado por SO, y la
glucosa intracelular por S1. Glucosa mono-fosforilada (glucosa-6-fosfato, G6P) es S2, y fructosa bi-fosforilada
(fructosa-1, 6-bifosfato, F16P2) es S4. G6P es sintetizada por otras vias generando S3. Las fosforilaciones se llevan a
cabo consumiendo ATP (A3) y convirtiéndolo a ADP (A2). So, Ss 'y S4 son variables externas, mientras que el resto son
variables internas. Redisefiado de Klipp et al. (2016).
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Suponiendo una cinética de Ley de accidon de masas, donde la tasa de reaccion es proporcional a la
concentracién de sus sustratos, el sistema de ecuaciones diferenciales simple quedaria de la siguiente

manera:

Ll = Ky [So] - K [S1][43], (1)
Lol = K,[511[45] - K551 = KalS:1[43), (2)
d,[f] K3[S2], (.3)

L _ K, 15,1145], @
2l = K, [511[45] + K,[S;][4s), (5)
ol = K, [5,1145] — Ku[S,][As]; (6)

donde los elementos entre corchetes significan concentracién y Kx son constantes de sintesis.

Aunque pueda parecer simple el enfoque de modelado, la dependencia de las constantes cinéticas, las
cuales probablemente sean desconocidas es lo que hace dificil obtener una representacién fiel del
sistema. Es posible obtener algunas constantes e inferir el resto, sintonizando los valores para obtener el
comportamiento deseado, pero todo depende de qué tan estudiado esté la red molecular, y de la
complejidad de este. Lo que restaria después de resolver el sistema de ecuaciones es su simulacidn, para
lo cual existen softwares como MATLAB. En este ejemplo en particular la molécula S; y A; tendrian que ser
inicializadas con alguna concentracidn ya que actian como entrada, debido a que no le antecede ningin

otro elemento y las moléculas Ssy S4 serian las salidas ya que no les precede ningun elemento.

1.1.3.2. Modelos Booleanos

Los modelos booleanos implementan variables discretas, por lo que prescinden de pardmetros cinéticos,

permitiendo la consideracion de una cantidad grande de elementos (en comparacion a los basados en



16
ODEs), ofreciendo asi, un amplio analisis cualitativo y dinamico del comportamiento del sistema (Klipp
et al., 2016). Una red booleana (grafo) consiste en un conjunto de moléculas representados por nodos
(variables booleanas) interconectadas entre si por aristas que representan el tipo de interaccién, por lo
gue cada nodo puede tener uno de dos valores (1 o 0) y estos pueden ser modificados por la accion de
otros nodos. Todas las interacciones son traducidas a reglas booleanas con ayuda de los operadores
légicos AND, OR y NOT, principalmente (Figura 4). Distintos tipos de activacidn, asi como la inhibicién de

moléculas pueden representarse mediante arreglos de estas tres compuertas.

oT
C
1

AND OR

A
0

N
10
A

ADSC

A
0
0
1
1

- OO0 OO
- O = O
_\_\_\OO

D 2
B B

Figura 4. Compuertas logicas, tablas de verdad y simbolos. La salida de la compuerta AND es 1 solo en el caso de que
todas sus entradas sean 1. La salida de la compuerta OR es 1 siempre que una de sus compuertas sea 1. La salida de
la compuerta NOT es siempre el valor opuesto a la entrada.

La simulacién de modelos booleanos requiere del establecimiento de un método de actualizacién de
variables. Existe la actualizacion sincrona, donde los cambios en los estados del sistema se dan de manera
ordenada de acuerdo con la estructura del modelo. También existe la actualizacidon asincrona, donde los

cambios de las variables se dan uno a la vez de manera aleatoria (Abou-Jaoudé et al., 2016).

Después de construir el modelo biolégico en forma de grafo y establecer las interacciones regulatorias

entre los elementos en base a la literatura, la simulacidon permite estudiar el comportamiento temporal
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cualitativo del sistema para comprender cdmo las perturbaciones alteran el sistema (Wang et al., 2012).

Todo a través del analisis de los estados y ciclos atractores resultantes.

La secuencia de estados obtenidos representa la trayectoria del sistema. Dado que se tiene un nimero
finito de variables, se obtiene un nimero finito de transiciones de estado. Cada transicién converge a un
estado o ciclo estable, también llamados atractores. El tamafio del ciclo es el nimero de estados del ciclo,

por lo que un estado estable es un ciclo de tamario 1 (Klipp et al., 2016).

Siguiendo el ejemplo de la Figura 3, y haciendo uso del conocimiento previo sobre las interacciones entre
moléculas, es posible obtener un conjunto de reglas booleanas como en la Figura 5A. Estas reglas son
necesarias para la simulacion en muchos softwares especializados, sin embargo, otras herramientas de

simulacion podrian solo necesitar de un esquema grafico como en la Figura 5B.

A)
Nodo Regla Booleana

s, S

S: S- AND As

S: S

S. S: AND As

Ao (S:AND As) OR (S: AND As)
B)

s

> AND

> I

Figura 5. Sistema de activaciones e inhibiciones en modelos booleanos. A) Reglas booleanas de cada nodo del
sistema. Si las condiciones en ellas se cumplen, entonces el nodo regulado pasa de un estado bajo (0 Idgico) a un
estado alto (1 légico). B) Modelo booleano esquematico, los circulos representan las moléculas So, S1, S2, S3, S4, y los
operadores logicos AND y OR son representados por sus propios simbolos. Al igual que en el modelo de ODEs, las
entradas del sistema son So y As, y sus salidas son Ss, A2 y Sa.

Después de la simulacién del modelo, se analizarian los estados o ciclos atractores obtenidos. Notese que
no es necesaria ninguna constante cinética, por lo que este modelo tiene la facilidad de considerar mas

elementos del sistema bioldgico en comparacion a los modelos cuantitativos como el basado en ODEs.
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1.1.3.3. Aplicacion de modelos matematicos en el estudio de la biologia y el cancer

1.1.3.3.1. Uso de modelos de ecuaciones diferenciales ordinarias (ODEs) en el cancer

El primer esfuerzo por comprender el sistema dindmico del hueso a través del modelado matematico se
realizd por Komarova et al. (2003), quienes modelaron a través de ecuaciones diferenciales ordinarias
(ODEs) la sefalizacidon autécrina y paracrina de los osteoblastos y osteoclastos que se encargan de
remodelar el hueso. En este trabajo se modeld en un espacio discreto la dindmica de poblacidn celulary
la evolucién de la masa ésea, cuyos eventos fueron iniciados por un cambio en las condiciones iniciales
del estado estable. Cabe destacar que los elementos considerados en el sistema fueron TGF-B8, factor de

crecimiento insulinico (IGF), OPG, RANKL, OCp, OBp y apoptosis (Komarova et al., 2003).

Posteriormente se publicd un modelo matematico diferente para la remodelacion dsea que consideraba
interacciones entre osteoblastos y osteoclastos a través de PTH (aplicado continuamente), RANK, RANKL,
OPG, TGF-B, OCp, OBp, Oca y OBa. El modelo matematico se desarrollé bajo la cinética de Michaelis-
Menten con ODEs. Lograron replicar algunas enfermedades metabdlicas del hueso como deficiencia de
estrogeno, deficiencia de vitamina D, senescencia y exceso de glucocorticoides. Ademas, el modelo
predice que la combinacion de terapias anti-resorcion y anabdlicas proveen beneficios significativos en
comparacion con la monoterapia. También se logré confirmar que las terapias anti-resorcion no son
capaces de restaurar la pérdida de hueso parcialmente, mientras que terapias de formacién de hueso

producen mejores resultados (Lemaire et al., 2004).

Inspirados en el trabajo de Komarova et al. (2003), se propuso una ampliacién del modelo para incorporar
el efecto de mieloma multiple en la dindmica de remodelacidn dsea. Suponen que el crecimiento del tumor
sigue una ley de Gompertz, el cual afecta la seializacidn de osteoblastos y osteoclastos, desregulando el
ciclo de remodelado periddico, favoreciendo la disminucién de la masa ésea. Sin embargo, aunque se
proponen distintos enfoques de tratamiento, este modelo no contempla la influencia del crecimiento del

mieloma en el sistema de remodelacién dsea (Ayati et al., 2010).

En el afio 2018 se publicd un trabajo sobre modelado y simulacidn de metastasis de hueso e interacciones
entre las unidades multicelulares basicas (BMU, por sus siglas en inglés) que comprenden osteoblastos y
osteoclastos. El modelo se basa en una ley de poder funcional que representa la sefializacion paracrina
entre las células BMU junto con un crecimiento logistico para las células cancerosas. Los autores llevaron

a cabo un andlisis de estabilidad dindmica y los resultados obtenidos proporcionaron informacion
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biolégica sobre el éxito o fracaso de la invasién de metdstasis dseas. Ademas, realizaron simulaciones
numeéricas para ilustrar los resultados teéricos, mostrando diversas interacciones dindmicas de las células
tumorales osteoclastos-osteoblastos que son consistentes con el comportamiento experimental de

trabajos previos (Jerez y Camacho, 2018).

1.1.3.3.2. Uso de modelos booleanos en el cancer

Actualmente la aplicacidn de modelos booleanos en la metdstasis ésea de cancer de mama es nula, sin
embargo, se han reportado trabajos donde buscan mejorar la comprensién de sistemas complejos

implicados en procesos celulares normales y unos cuantos mas sobre procesos oncogénicos.

Por ejemplo, se reportd un trabajo sobre modelado booleano para analizar el comportamiento de la red
regulatoria del ciclo celular mamifero. Debido a que la mayoria de la informacién hasta entonces recaia
en interacciones cualitativas, este tipo de enfoque resulté adecuado para delinear las propiedades
dinamicas de las redes implicadas. Encontraron que, para una representacién mas fiel de este sistema tan
complejo, no bastaba con implementar una sola estrategia de transicién de estados, sino una combinacion
de la técnica sincrona con la asincrona. En la actualizacion sincrona del modelo, las interacciones de cada
molécula (activacion/inhibicion) se van efectuando al mismo tiempo, mientras que, en la actualizacion

asincrona, cada interaccién se ve reflejada una molécula o nodo a la vez (Fauré et al., 2006).

Ademas, se ha modelado de manera booleana las vias intrinsecas, extrinsecas y relacionadas a la apoptosis
en las que existe interconexidn de elementos (“crosstalk”) (Schlatter et al., 2009). El modelo responde a
muchos estimulos externos como ligando Fas, factor de necrosis tumoral-a (TNF-a), radiacion UVB,
interleucina-1R e insulina. Este modelo provee una descripcién fiable del comportamiento de la red
apoptotica ya que fue validado experimentalmente y ofrece nuevas ideas sobre la interaccién compleja

entre factores pro y anti apoptoticos (Schlatter et al., 2009).

Nuevamente, por las limitaciones de informacién que se presenta para poder desarrollar modelos
cuantitativos, en otro estudio se optd por un andlisis cualitativo amplio de la sefalizacion de vias
principales y secundarias del receptor de factor de crecimiento epidermal (EGFR)/ErbB (Samaga et al.,
2009). EGFR (ErbB1) y su familia regulan procesos celulares como supervivencia, proliferacion,

diferenciacidon y motilidad, lo que hace que los receptores ErbB sean dianas importantes para el desarrollo
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de farmacos anticancerigenos. Con este modelo se logré demostrar inconsistencias entre los resultados
experimentales y el conocimiento cualitativo actual, dando lugar a nuevas hipdtesis. Por ejemplo, uno de
los resultados del analisis de este modelo sugiere la independencia de algunos elementos como PI3K de

Rac/Cdc42 inducido por la cascada de p38 y JNK en hepatocitos (Samaga et al., 2009).

1.2. Justificacion

Se ha reportado una tasa importante de mortalidad anual debida al cancer metastasico, y las estrategias
actuales para combatir este tipo de enfermedades no han podido detener la tendencia, lo que sugiere la
necesidad de mejorar el entendimiento de la enfermedad para ser capaz de proponer nuevos y mejores
blancos terapéuticos. El uso de modelos cuantitativos ofrece la consideraciéon de pocos elementos del
sistema, por lo que, en este sentido, el uso de modelos cualitativos como el modelado booleano podria
ofrecer un estudio mas amplio, asi como un primer acercamiento ya que actualmente no existen trabajos

sobre modelado matematico y simulacién computacional de metdstasis dsea de cancer de mama.

1.3. Hipotesis
El uso del modelado booleano y la simulacion computacional de las interacciones cualitativas entre las
moléculas de sefializacion reguladas por el factor de crecimiento y transformacion beta (TGF-R) en

metastasis 6sea de cancer de mama permitird alcanzar un mejor entendimiento de su comportamiento,

lo que podria ayudar a localizar nuevos y mejores blancos terapéuticos.

1.4. Objetivos

1.4.1. Objetivo general

Estudio del comportamiento dinamico de modelos de redes regulatorias moleculares del TGF-8 en

metdstasis dsea de cancer de mama, basado en el analisis booleano y simulacién computacional.
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1.4.2. Objetivos especificos

1. Extraer los aportes de trabajos sobre la red del TGF-R en la metdstasis 6sea de cancer de mamay

la remodelacién del hueso.

2. Construir modelo booleano a partir de los aportes extraidos, generando un esquema grafico

traducible a los softwares de simulacién.

3. Simplificacidon de modelo utilizando las reglas de reduccién descritas en Naldi et al. (2009).

4. Simulacion del modelo a través de softwares especializados y no especializados y validacion

computacional con base en experimentos de laboratorio reportados en la literatura.

1.5. Delimitaciones del trabajo

Este trabajo se centra en el estudio de la dindmica molecular de las células de remodelacion del hueso y
células de cancer de mama metastdsico de hueso presentes en el mismo microambiente. Las principales
vias de regulacién presentes son las del TGF-§ en células de metdstasis 6sea de cdncer de mama, la
activacidn de osteoblastos y osteoclastos. También se encuentran los procesos de destruccidn y formacion
del hueso, aunque no se detallan a profundidad. Ademas, se manejan los procesos de establecimiento y

crecimiento del cancer.

El modelo realizado es de tipo booleano, y su actualizacién es sincrona, por lo que, los cambios en la
actividad de las moléculas son discretos, siendo modificados al mismo tiempo bajo la accién directa de sus
reguladores en ese instante. Cabe mencionar que los estados de las moléculas son binarios, es decir, que
estan presentes o ausentes, y son representados por 1’s o 0’s, respectivamente. De esta manera solo es

posible representar efectos a un nivel y no efectos miultiples dependientes de ciertas concentraciones.

Respecto a la cantidad de elementos en un modelo, los de tipo cuantitativo tienden a ser reducidos por
su dependencia de constantes experimentales. En este sentido, los modelos booleanos permiten simular
‘n” elementos, donde la limitante se encuentra en la simulacidon de sus 2" combinaciones. Para ‘n’s muy

grandes puede no ser computable comercialmente, pero para el nimero de nodos en el modelo de este
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trabajo aun fue posible simular sin complicaciones de manera sincrona. Otra limitacién se encuentra en

los softwares de modelos booleanos, ya que para la paqueteria de BoolNet ‘n’ no puede ser mayor a 29 si

se quieren utilizar sus herramientas de analisis.

1.6.

Organizacion de la tesis

A continuacidn, se describe el contenido de la presente tesis, con el fin de orientar al lector en el objetivo

de cada seccién.

1.

Introduccidn. En este apartado se introduce la epidemiologia y tendencia en la metastasis dsea
de cancer de mama. Se describe la molécula clave en esta enfermedad, la cual es TGF-RB, y se habla
sobre los modelos cuantitativos y cualitativos para analizar la informacién actual generada
mediante la experimentacidon de laboratorio. Como parte de la introduccion se incluyen los

antecedentes, justificacion, hipdtesis y objetivos del trabajo.

Metodologia. Se profundiza en los pasos a seguir para la elaboracién del trabajo, como la
abstraccion de aportes de trabajos relacionados a la metastasis dsea de cancer de mama, la
construccion y simplificacién del modelo y, por ultimo, el uso de software para la simulacién del

modelo, asi como la implementacién de herramientas de andlisis de modelos booleanos.

Resultados. Las reglas extraidas de la literatura, los modelos booleanos implementados en las
herramientas GINsim, Logic.Ly y la paqueteria de R llamada BoolNet son presentados aqui, asi
como los datos obtenidos de sus correspondientes simulaciones. También se presenta la

simulacidn de validacion del modelo y una prueba de robustez.

Discusién. En este punto se discuten los resultados obtenidos de las simulaciones y se les da una
explicacion bioldgica a los comportamientos obtenidos (estados y ciclos atractores) con base en
las condiciones iniciales establecidas. Se reconocen algunas limitaciones y puntos de mejora del

modelo, y se plantea el uso de mas de dos niveles de activacion.
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5. Conclusiones. Se define el éxito del trabajo de acuerdo con los objetivos planteados. Ademas, se
justifica el potencial uso del modelo para el estudio de la dindmica molecular de este sistema bajo

la inhibicidn de moléculas con el fin de buscar blancos terapéuticos.
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Capitulo 2. Metodologia

Para llevar a cabo el trabajo de esta tesis se siguié un flujo de trabajo similar al reportado por Bibi et al.
(2017) (Figura 6), donde primero se hace una busqueda de literatura relacionada al sistema a modelar, en
este caso la metdstasis 6sea de cancer de mama. Posteriormente se extraen los aportes de dichos trabajos
con el fin de construir un primer modelo booleano. Seguido de una simplificacién del sistema basada en
el trabajo de Naldi et al. (2009), sin perder caracteristicas principales del modelo. Luego se realiza la

simulacidn y calibracion del modelo, para finalmente analizar los estados y ciclos atractores obtenidos.

Extraccion de Construccion
reglas de de modelo
literatura booleano

Simplificacion
de modelo

Analisis de Simulacion y
estados/ciclos calibracion de
atractores modelo

Figura 6. Flujo de trabajo para el desarrollo de la presente tesis.

2.1. Extraccion de reglas de literatura

Haciendo uso del motor de busqueda de Mendeley, se realizaron consultas de trabajos donde relacionen
las vias de sefializacidon del TGF-B, asi como otros factores moleculares con la metastasis 6sea de cancer
de mama. Se implementé la siguiente palabra clave: “Breast cancer bone metastasis” con la cual se
obtuvieron 81,278 resultados (Figura 7). Posteriormente, leyendo los titulos, resimenes y metodologias
de los trabajos, se excluyeron aquellos de tipo in vitro e in vivo no relacionados al cdncer de mama, y como
filtro de inclusion se permitieron preferencialmente los estudios que hayan utilizado la linea celular MDA-

MB-231. No fue posible filtrar todos los resultados y debido al tiempo solo se obtuvieron 52 entradas.
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2N

MENDELEY

Busqueda “Breast cancer
bone metastasis”

A 4
81,278 resultados

X Trabajos ajenos a cancer de mama
+ Linea celular MDA-MB-231

Y

52 resultados

Figura. 7. Diagrama de flujo de busqueda y filtro de literatura. Inicialmente se hizo la busqueda bajo la palabra clave
“Breast cancer bone metastasis” con 81,278 entradas. La cruz roja indica que se eliminaron resultados con ese
criterio y la paloma verde significa lo contrario, que se mantuvieron los resultados que cumplieron ese criterio.

Finalmente, se procedid a la lectura de los 52 articulos y se extrajo el aporte de cada trabajo en una tabla
de Excel. Ademas, se incluyeron algunos articulos y revisiones para extraer informacion sobre la dindmica

de remodelado del hueso normal. En total se derivaron 31 reglas o hechos (Tabla 2).

Un ejemplo de como se extrajeron las reglas se describe a continuacion. Del trabajo de Morinaga et al.
(1997) se extrajo “IL-11 esta asociado con la ostedlisis ya que induce la osteoclastogénesis y suprime la
actividad de osteoblastos”. Posteriormente se interpreté con operadores booleanos y flechas como se
muestra a continuacién; IL11 — t OC AND - actividad OB, donde la flecha horizontal indica que el
elemento de la izquierda promueve lo que sucede a la derecha, la flecha vertical sefiala que se activa a al
OC y el simbolo de - representa inhibicién, finalmente el operador AND solo representa que se estan
llevando a cabo dos actividades, la activacion de OC vy la inhibicién de la actividad de OB. De esta manera

se interpreto el resto de los aportes.

2.1.1. Modelado Cualitativo

Se utilizé el software yEd, el cual es una herramienta amigable para el disefio y visualizacién de modelos

esquematicos (yWorks, 2019).
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Con base en las reglas extraidas de la literatura, se disefié un grafo con todas las moléculas consideradas
y la existencia de una relacién entre dichas moléculas mediante aristas. Por ejemplo, se encontrd que
existe una relacién de PTHrP hacia OPG en la regulacién de la activacion de osteoclastos (Thomas et al.,

1999) la cual se representa en la Figura 8.

Figura 8. Ejemplo de grafo de interacciones. Las flechas indican la direccidn de reaccién, mas no el tipo de relacion.
Los dvalos amarillos son moléculas, mientras que los évalos con tres puntos sefialan que existen otros elementos
mas adelante.

Posteriormente, haciendo uso de las compuertas ldgicas AND, OR y NOT se disefid el modelo booleano a
partir del grafo, detallando el tipo de interaccién tomando como referencia las reglas extraidas. Por
ejemplo, se encontrd que PTHrP activa el receptor PTHR1 para promover RANKL, y que ademas tiene la
actividad de inhibir OPG el cual es un inhibidor de la activacidn de osteoclastos (Thomas et al., 1999), la
representacién de estas interacciones se muestra en la Figura 9. De esta manera se procedid con las reglas
restantes, resultando en el modelo de la Figura 16, el cual contiene 8 entradas y 15 salidas, 17 compuertas
|6gicas, 47 nodos y 74 aristas. Las entradas del sistema son todos aquellos elementos que, de acuerdo con
la literatura consultada no se detallan mds moléculas o procesos que les antecedan. Con una légica similar,
las salidas del sistema son todos aquellos elementos que, de acuerdo con la literatura consultada, no se

detallan mas moléculas o procesos que les procedan.
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Figura 9. Ejemplo de interpretacion de reglas extraidas de la literatura. PTHrP realiza las siguientes dos actividades,
activar PTHR1 para promover RANKL, y la inhibicidn de OPG. La activacion es apreciable directamente, sin embargo,
para la inhibicién es necesario un arreglo de compuertas NOT y AND, las cuales permitiran que la actividad de OPG
se lleve a cabo solo en la ausencia de PTHrP, pues en su presencia la compuerta NOT invertiria el valor de 1 a 0,
evitando que la compuerta AND entregue un 1 a la salida para elementos mas adelante en el sistema.

2.2. Simplificacion del modelo booleano

Para fines de simulacién, se buscé reducir el problema de combinatoria en las condiciones iniciales, por lo
que se eliminaron aquellos nodos de entrada que tenian un mismo efecto en el sistema (Figura 10A).
Ademds, siguiendo la metodologia propuesta por Naldi et al. (2009) para la reduccién de redes, las
interacciones en serie con mas de dos elementos fueron simplificados a interacciones directas entre los

dos elementos en extremos, como se ilustra en la Figura 10B.
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Figura 10. Regla de simplificacion de interacciones. A) Las entradas A y B promueven independientemente a C por lo
que tienen el mismo efecto en el sistema. Ademas, por tratarse de entradas con el mismo tiempo discreto de accién,
es posible eliminar una de ellas. B) Suponiendo tres moléculas que se relacionan en serie (D, E y F), donde D inhibe
E y esta a su vez promueve F, es posible simplificar las interacciones eliminando el elemento intermedio (E en circulo
punteado) y estableciendo el efecto, indirecto de D hacia F como una interaccion directa, es decir, D inhibiendo a F
(Naldi, Remy, et al., 2009).

2.3. Simulacion

Para estudiar la dindmica molecular de la metdstasis 6sea del cancer de mama, se utilizaron softwares de
simulacién de modelos booleanos. En un principio, se trabajé con el software Gene Interaction Network
simulation (Naldi et al., 2009), el cual esta especializado en el disefio y simulacién de redes regulatorias

genéticas, con parametros ajustables de las caracteristicas del modelo cualitativo desarrollado.

Para lo anterior se realizd un diagrama del sistema equivalente de yEd en GINsim (Figura 19), y se
escribieron las reglas de interaccion para cada nodo. De esta manera se comenzd por simular todas las
posibles combinaciones de las 8 entradas, de modo sincrono con todos los nodos a excepcion de aquellas

entradas en un estado inicial ‘0’.
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Debido a que los resultados obtenidos en GINsim son poco personalizables en cuanto a su presentacion y
manejo, resulté de dificil andlisis (Figura 20, A y B), por lo que se buscéd un software adicional que

permitiera solo el monitoreo de las salidas dadas bajo ciertas condiciones iniciales.

Dentro de los criterios de busqueda del software se consideré que estuviera documentado y actualizado,
gue posea una interfaz amigable, que permitiera ademas el uso de compuertas y etiquetas para la
organizacién del modelo. Con estos criterios se optd por Logic.Ly (Logic.Ly, 2019), el cual estd pensado
para el disefio y simulacion de circuitos digitales. Se realizd el diagrama equivalente de yEd en Logic.Ly
(Figura 21), y dado que esta representacion con compuertas logicas no requiere establecer la interaccion
por nodo, se procedié a la directa simulacion manual de cada una de las posibles combinaciones de
entrada. La actualizacién de los nodos fue sincrona. De las 256 distintas condiciones iniciales simuladas se
obtuvieron 7 comportamientos distintos. Un resumen de los distintos comportamientos se muestran en

la Figura 22 y se discuten de manera independiente desde la Figura 23 hasta la 28.

Finalmente se utilizé una paqueteria de R especializada en modelos booleanos llamada BoolNet (Missel
et al., 2010), esta libreria permite construir, simular y analizar modelos booleanos mediante sus distintas
herramientas. No obstante, para obtener las transiciones de estado de las simulaciones, el modelo no
debe exceder los 29 nodos. Una vez simplificado el modelo (lo suficiente para su andlisis), se describid en
un archivo llamado “BCBM.txt” cada una de las moléculas y procesos presentes en el sistema, y se

especificaron las reglas booleanas mediante las cuales son reguladas (Figura 11).

| BCBM - MNotepad
File Edit Format WView Help
targets, factors
oCcp, OoCp
TBRII, TBRII
SMADG67 , SMADG&7
SMAD4, SMADA
wWntza, Wnt3a
SDF1, SDF1
RAMKL , (PTHrP | ocp | IL2 | Ir11 | oB | IL6) & (loPG | PTHreP)
OC, RANKL & oOCp
OPG, BResorption
Ca, BResorption
TGFB, BResorption
OBp, TGFEBE
PDGF, TGFB
Jaggl, TGFB
OB, OBp & PDGF
ILS, Jaggl
sSMAD2Z2, TBRITI & TGFB & |1sSMADG7
PTHrP, Gliz2
Gli2, wntza | GReg
GReg, SMAD23 & sSMAD4A
IL11, GReg
COX2, GReg
CXCR4, GReg
PGE2, COX2
IL8, PGEZ2
BrResorption, OC
BFormation, OB & !lIL1i1l
Homing, CXCR4 & SDF1
CancerGrowth, Ca & Homing

Figura 11. Moléculas y procesos del sistema en reglas booleanas para BoolNet. La primera linea describe los tipos de
parametros separados por coma. Primero se escribe la molécula o proceso, y después de la coma las reglas que lo
regulan. Los operadores légicos AND, OR, y NOT se representan mediante &, | y ! respectivamente. Si en factors se
encuentra lo mismo que en targets significa autoregulacion, lo cual se implementé para cada una de las entradas.
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Posteriormente se generd una imagen de la interpretacidon de la paqueteria sobre las conexiones del
modelo con los comandos de la Figura 12. Con estos comandos se generd la imagen de la Figura 19.

> #Cargar el modelo en archivo BCBM.txt a variable BCBM

> BCBM <- loadNetwork("BCBM.txt")

> #Desplegar modelo construido a partir de las reglas
> plotNetworkwiring(BCBM)

Figura 12. Captura de funciones de paqueteria BoolNet en R utilizados en consola para cargar el modelo y desplegarlo
en una imagen.

Una vez cargado el modelo al entorno, se utilizé el comando de la Figura 13 para simular cada una de las
condiciones iniciales implementadas en Logic.Ly mostradas en la Figura 22. También se utilizé el método
de actualizacion sincrona pero en este caso para cada condicidn inicial la paqueteria simula las distintas
combinaciones del resto de los elementos del sistema, es decir, no se inicializan en ‘0O’ como en los dos

softwares anteriores. El resultado de estas simulaciones se muestra en las Figuras 30-36.

> ATTr <- getattractors({BCEM, genesOn = c("ocp”, "wnt3a", genesoFF = c("TBRII", "sMmaD67", "smapd", "SDF1")))

Figura 13. Funcién de paqueteria BoolNet en R, para la creacidn de variable attr a la cual se le asignan los atractores
de la simulacién del modelo BCBM, con moléculas (consideradas entradas) en un estado constante de encendido o
apagado. BoolNet toma los elementos que se mantendran constantes, y realiza multiples simulaciones cambiando
el estado inicial de los elementos no constantes, con el fin de obtener aquellos estados o ciclos atractores.

2.3.1. Comparativa de softwares

En total se utilizaron tres herramientas para la simulacidn del modelo (GINsim, Logic.Ly y BoolNet). Si bien
GINsim es un software especializado que permite simular modelos con un nimero grande de elementos,
los resultados que se obtienen muestran los cambios del sistema desde las condiciones iniciales hasta los
estados o ciclos atractores, lo cual incrementa la dificultad de seguir un determinado resultado. Ademas,
las herramientas de andlisis son limitadas. En contraste, Logic.Ly, un software no especializado en sistemas
biolégicos, sino en el disefio y simulacidn de circuitos digitales, permite simular el modelo con compuertas
l6gicas y analizar manualmente los estados y ciclos atractores obtenidos para cada una de las condiciones
iniciales por separado. Sin embargo, sus herramientas de analisis de resultados son inexistentes y el

método de actualizacién de nodos es solo sincrono. Por otro lado, BoolNet no solo es un software
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especializado en el disefio y simulacion de redes moleculares, sino que también posee herramientas de
analisis y presentacién de datos que facilitan interpretar y dar seguimiento a los estados y ciclos atractores
del sistema. Posee actualizacién de nodos sincrona y asincrona. El inconveniente de esta paqueteria recae
en la limitante de nimero de nodos que pueden ser simulados mediante sus herramientas. En la Tabla 1
se muestran mas caracteristicas de cada una de estas herramientas. A simple vista BoolNet es |la que ofrece
mas ventajas y menos desventajas respecto a los otros softwares, por lo que para futuros trabajos podria

solo emplearse esta paqueteria.

Tabla 1. Ventajas y desventajas de herramientas de simulacidn utilizadas.

e Especializado en disefio y simulacidn de | e Dificil interpretacidn de resultados en sistemas
modelos booleanos de redes moleculares con mas de 20 nodos
GINsim | ® Distintos métodos de actualizacion de | ¢ Poca flexibilidad de analisis de resultados
nodos (elementos, sincrono y asincrono) e Sin herramientas de analisis post-simulacién
e |Interfaz de disefio de modelo semi gréfica
e Simulacién automatica y personalizable
e Facil visualizacion de salidas del sistema e No especializado en disefio, simulacién y analisis
e Disefilo de modelos en interfaz grafica de modelos booleanos
Logic.Ly amigable e Introduccion de condiciones iniciales y simulacion
e Sin limite aparente de nodos manual
e Solo actualizacién de nodos sincrona
e Especializado en el disefio, simulacidon y | ¢ Limitacion en nimero de nodos (hasta 29 nodos)
analisis de modelos booleanos
e Actualizacién de nodos sincrona y
asincrona
e Facil visualizacién de estados y ciclos
BoolNet atractores del sistema
e Simulacién automatica y personalizable
e Varias herramientas de analisis post-
simulacion
e Facil exportado de modelo y resultados a
otras plataformas
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2.4. Validacion

2.4.1. Inhibicion de PTHrP

Después de las simulaciones del modelo en Logic.ly, se procedié a validar computacionalmente el efecto
inhibidor de PTHrP que, de acuerdo con un trabajo experimental consultado, su efecto es la inhibicién de
la metastasis 6sea osteolitica dependiente del TGF- (Kakonen et al., 2002). El arreglo de compuertas en
Logic.Ly para simular este inhibidor se puede apreciar en la Figura 14. Ademas, el resultado de esta

simulacién se muestra en la Figura 37.

Anti-PTHrP
PTHrPR1
PTHrP

Figura 14. Logic.Ly. Arreglo de compuertas de inhibidor Anti-PTHrP. El interruptor Anti-PTHrP se encuentra apagado,
por lo que la compuerta NOT que le precede convierte la sefial de apagado/ausente (0 légico) en un 1, de manera
que la compuerta AND a la que esta conectada en conjunto con la sefial de PTHrP permitira la accion de esta ultima
molécula. En caso contrario, la compuerta NOT tendria una salida ‘0’ en la presencia de Anti-PTHrP, provocando la
obstruccidn de la sefial (inhibicién) y la futura activacién del receptor de PTHrP.

Este mismo experimento de inhibicidn de PTHrP se llevé a cabo con BoolNet estableciendo la molécula en

estado fijo bajo durante las simulaciones y los resultados se pueden consultar en la Figura 38.

2.4.2. Prueba de robustez

Existen herramientas dentro de la paqueteria BoolNet de R, que permiten calcular qué tan sensible son
los estados y ciclos atractores a los cambios aleatorios en las condiciones iniciales, ya que en la naturaleza

estos sistemas se encuentran inmersos en una gran cantidad de ruido, es decir, otras sefiales que
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interfieren con la sefializacién deseada. Una de estas herramientas es la perturbacidn de trayectorias, en
la que los estados transitorios del sistema son modificados y se realizan pruebas de robustez comparando
los estados o ciclos atractores de un conjunto de condiciones iniciales generadas aleatoriamente y sus

copias perturbadas. El comando utilizado en esta prueba fue el que se muestra en la Figura 15.

= HD1 «- perturbTrajectories(BCEM, measure = "hamming"”, flipgits = 1)

Figura 15. Funcién de BoolNet para el calculo de la distancia de Hamming. El calculo es efectuado en el modelo
booleano cargado en la varibale BCBM, el parametro “measure” determina el tipo de medicion de robustez y
“FlipBits” el numero de variables modificadas a las condiciones iniciales.

La métrica utilizada para medir la robustez fue la distancia de Hamming, la cual mide el numero de
diferencias entre el resultado de ambas simulaciones, es decir, la simulacién y su copia perturbada.
Cuando el numero de perturbaciones en las condiciones iniciales incrementa subitamente la distancia de
Hamming de los estados o ciclos atractores comparados, esto sugiere que el modelo es muy sensible a los

cambios en las condiciones iniciales, una caracteristica principal del comportamiento cadtico.
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Capitulo 3. Resultados y discusion

3.1. Extraccion de reglas

Un extracto de los aportes de cada trabajo consultado se puede observar en la Tabla 2. En dicha tabla se
muestra la traduccién de los aportes a un lenguaje de simbolos (=, 1 y 1) y operadores I6gicos (AND, OR
y NOT), los cuales sirven como guia para su posterior integracidn a los softwares utilizados en la simulacién

del modelo booleano. En total son 31 reglas o aportes los cuales se resumen a continuacion:

Reglas 1-12. Reglas extraidas de literatura que se relacionan con la remodelaciéon dsea en condiciones
normales o sanas del hueso. Relaciondndose ademas con la senalizacién normal de la via candnica del

TGF-R.

El resto de las reglas (Tabla 2, reglas 13 a 31) son hechos extraidos de la literatura relacionados con la

metdstasis 6sea de cancer de mama.

Reglas 13 y 14. Se muestra que la proteina PTHrP es favorecida por la accidn de Gli2, y que este a su vez

puede ser sintetizada por dos vias distintas, la del TGF-B y la de Wnt3a de manera independiente.

Reglas 15, 23, 29 y 30. Describen las moléculas reguladas por TGF-R mediante su via candnica.

Regla 16. De acuerdo con Buijs J. et al. (2011), SDF-1 en conjunto con CXCR4 son necesarios para el

establecimiento del cancer.

Regla 17. Se muestra la actividad de PTHrP promoviendo RANKL e inhibiendo OPG.

Regla 18. IL11 promueve la activacidon de OC’s e inhibe la actividad de OB’s (formacidn de hueso).

Reglas 19-21. Se encuentra el sistema de Jagged-1 y Notch3 reguladas por TGF-R.

Reglas 19, 22, 24 y 30. Con estas reglas se incorporan al modelo algunas otras moléculas cuyos trabajos
no reconocen la via del TGF-R por la que son reguladas o al menos se sabe que es mediante una via no

canonica.
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Reglas 25-28. Sefialan la regulacion de RANKL mediante IL8 sintetizado por PGE2, el cual es regulado

positivamente por COX-2, una molécula regulada a nivel de promotor por TGF-R.

Regla 31. Se muestra la dependencia del establecimiento del cadncer con Ca para que se lleve a cabo el

crecimiento del cancer.
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Tabla 2. 31 reglas extraidas de aportes en literatura. Los renglones de color verde son extraidos de condiciones normales, mientras que los rojos de trabajos sobre la
metdastasis 6sea de cancer de mama. Se describen los procesos bioldgicos mediante compuertas AND, OR y simbolos como - el cual significa que un elemento promueve
la activacion (1) o inhibicién (1) de otro.

No. Informacién extraida Referencias
Regla

1 0B = T Formacién de hueso Lemaire et al. (2004)

2 0C = P Destruccion de hueso Lemaire et al. (2004)

3 Destruccion hueso % TTGF- AND TBMPs AND T~0PG AND ‘T IGF-1 AND T:IGF-Il AND ‘Tinterferon-y AND ‘7 TNF AND +11-1 AND “T1L-2 AND T~Ca Chiechi et al. (2013)

4 OCp (OC precursor) OR SC (Stromal cell) OR OB OR PTH OR Vitamina-D OR IL-6 OR IL-11 OR PGE2 = ‘MRANKL Chiechi et al. (2013)

5 TGF- = O0Bp (OB precursor) Igbal et al. {2009)

6 OBp AND BMPs AND IGF-I AND IGF-Il AND Factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) = 0B Canalis et al. (2009)

7 (NOT OPG AND RANKL) AND OCp (RANK) = T0C Gou et al. (2004)

8 TGF-B AND TRRIl < NTBR Attisano y Wrana (2002)

9 TBRI = TSMAD2/3 Attisano y Wrana (2002)

10 SMAD2/3 AND SMAD4 = 1 Internalizacion al nicleo Attisano y Wrana (2002)

11 nternalizacion al nicleo-> 4 Regulacion genética Attisano y Wrana (2002)

12 SMAD7 < -SMAD2/3 Miyazono (2000)

13 Wnt3a OR TGF- via candnica - 1\ Gli2 Johnson et al. (2014)

14 Gli2 < TPTHrP Johnson et al. (2014); Sethi et al. (2011)
15 TGF-R& via canonica = TIL11 AND “*Factor de crecimiento de tejido conectivo (CTGF) AND TMMP-1 AND -TCXCR4 AND “T*PTHrP Guise et al. (1996)

16 CXCR4 AND SDF-1 (Stromal-derived factor-1 de OBs) = Homing Buijs et al. (2011); Sethi et al. (2011)
17 PTHrP = *RANKL AND - OPG Thomas et al. (2011)

18 IL11 = 10C AND L actividad OB Morinaga et al. {1997); Jilka et al. (1992)
19 TGF-B = Magged-1 Buijs et al. (2011)

20 Jagged-1 - *Notch3 (OBc y OCs) Buijs et al. (2011)

21 Notch3 = /MIL6 (OBs) AND *Hes-1 AND MHey-1 Buijs et al. (2011); Zhang et al. (2010)
22 TGF-B = L6 AND *IL11 {IL8 producida por otra via) Guise et al. (2003)

23 TGF-B via canonica = ‘ML11 AND T CTGF (Connective tissue growth factor) Kang et al. (2005)

24 TGF-8 < T"MMP-9 Stark et al. (2007); Duivenvoorden et al. (1999)
25 TGF-B = NCOX-2 (Cicloxigenasa-2) Hiraga et al. (2006)

26 COX-2 = MPGE2 (Prostaglandina E2) Hiraga et al. (2006)

27 PGE2 > M IL8 Hiraga et al. (2006); Heymann (2014)
28 IL8 = PRANKL Hiraga et al. (2006); Heymann (2014)
29 TGF-f8 < IL11 AND MCTGF AND 1 CXCR4 (CXC chemokine receptor 4) AND ‘OPN (Osteopontina) AND TMMP-1 Dunn et al. (2009)

30 TGF-B < TPTHrP AND T'IL6 AND T°IL8 AND TVWEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) AND T PDGF Dunn et al. (2009)

31 Ca AND Factores de destruccion de hueso AND Homing = ~Cancer Growth Heymann (2014)
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Posteriormente se realizd un esquema grafico del modelo con base en la Tabla 2. Para esto se utilizo el
software yEd que permite editar y generar diagramas. El resultado se puede ver en la Figura 16, la cual

servira de base para el futuro disefio del modelo booleano en los softwares de simulacién.
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Figura 16. Disefio hecho en el software grafico yEd. Diagrama de interacciones moleculares basado en los articulos
consultados bajo las palabras clave “TGF-B AND Breast cancer bone metastasis”. Los dvalos verdes son las entradas
del sistema, los elementos de color azul son moléculas o procesos de salida, los elementos amarillos son moléculas
o procesos internos del sistema, y los circulos blancos son los operadores AND, OR y NOT.

Como se puede observar, las entradas OCp, células estromales (Cel. S). y hormona paratiroidea (PTH) se
encuentran relacionadas en la sintesis de RANKL. En condiciones normales, es decir, sin el efecto negativo
del resto de las entradas, favorecerian el remodelado del hueso sano. Las entradas TBR-Il, SMAD7 y SMAD4
pertenecen a la via candnica del TGF-R y se encargan de su modulacidn, la presencia de SMAD7 inhibe la
sefializacion, mientras que la presencia de las otras dos moléculas favorece la eventual regulacion
genética. Los genes regulados por esta via, comprendidos en este modelo, corresponden a los relacionados
con la metastasis 6sea de cancer de mama. Wnt-3a regula a Gli-2 de manera independiente a TGF-R.

Mientras que SDF-1 en conjunto con CXCR4 regulada por TGF-B permite el establecimiento del cancer.
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3.2. Simplificacion del modelo

En una primera instancia, no fue necesaria la simplificacidn de nodos e interacciones. Sin embargo, dado
que se tienen 9 entradas y estas pueden tener el valor de 1 o0 0, las combinaciones posibles son 512 (2°),
por lo cual se buscd reducir el modelo considerando solamente 8 de 9 entradas. En el modelo existen 4
entradas que tienen el mismo efecto en el sistema, por lo que se optd por eliminar de manera aleatoria
una de ellas (Vitamina D). De esta manera la combinacién de 8 entradas resulta mas manejable (256
combinaciones de entrada). Ademas, solo se tomaron en cuenta 4 de 15 salidas, las cuales fueron los
procesos de formacion dsea, destruccion dsea, establecimiento de cancer y crecimiento de cancer (Figura
17). El resto de los elementos de salida pueden llegar a ser redundantes o poco informativos, por lo que
gracias a esta consideracion se disminuyd el monitoreo de potenciales 32,768 combinaciones de salida a

solo 16. El modelo de la Figura 17 se utilizd en las herramientas GINsim y Logic.Ly.
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Figura 17. Disefio con primera reduccion hecho en el software grafico yEd. Similar al de la Figura 16, pero con la
eliminacidn de vitamina D. Los évalos verdes son las entradas del sistema, los elementos de color azul son moléculas
o procesos de salida, los elementos amarillos son moléculas o procesos internos del sistema, y los circulos blancos
son los operadores AND, OR y NOT.
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Posteriormente, por limitaciones de software (paqueteria BoolNet de R), se redujeron los 36 nodos
restantes a solo 29. Se eliminaron dos entradas del sistema, las cuales son células estromales y PTH, ya
gue ambas tienen el mismo efecto que los precursores de osteoclastos sobre RANKL. Ademas, se
eliminaron 5 nodos con efectos en serie (TRR-I, Internalizacién al nucleo, Notch-3, PGE-2, PTHrPR),
siguiendo la metodologia antes descrita por Naldi et al. (2009). El modelo resultante se muestra en la

Figura 18.

NOT |

Destruccion

Jagged-1

TRR-I

@
@
@

SMADT

SMAD4.

Wnit3a

Reguiacion
genética

oo

®
@

SDF-1

Figura 18. Disefio con reduccion a 29 nodos para BoolNet. En este caso se eliminaron las entradas células estromales
y PTH por tener el mismo efecto en el sistema que OCp. También se redujeron cinco nodos con reacciones en serie
de acuerdo con Naldi A. et al., 2009. Los d6valos verdes son las entradas del sistema, los elementos de color azul son
moléculas o procesos de salida, los elementos amarillos son moléculas o procesos internos del sistema, y los circulos
blancos son los operadores AND, OR y NOT.
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3.3. Simulaciones

3.3.1. Software GINsim

En la Figura 19 se muestra el modelo resultante de integrar las reglas de la Tabla 2, con ayuda del esquema
de la Figura 16. Las flechas verdes y lineas rojas indican el tipo de relacién que tiene una molécula con la
siguiente. Sin embargo, estas lineas sirven de guia visual, ya que las interacciones de activacion e inhibicién
se establecen internamente en cada molécula con los operadores ldgicos. Si se descompone el modelo en
bloques o unidades funcionales (motivos) de unos cuantos nodos, se puede identificar al menos tres
motivos clave. El primero es el formado entre OC y OB, que a través de otros nodos forman una
retroalimentacion positiva. Este tipo de motivos genera una respuesta continua ya que uno activa al otro
y viceversa. El segundo motivo clave incluye los elementos OC, destruccion de hueso, OPG y RANKL
formado de cascadas de activacion y retrasos con retroalimentacién negativa. Dicho motivo genera las
oscilaciones entre la destruccién y formacién de hueso. El tercer motivo mds importante es el del TGF-RB y
todos los nodos en serie hasta RG (Regulacidon genética) estableciendo un gran retraso en la sefial, pero

finalmente llegando a regular procesos que favorecen la destruccién del hueso sobre la formacion.
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Figura 19. Diagrama de modelo disefiado en GINsim. Los dvalos verdes son las entradas, los rectangulos azules son
salidas, el resto de los elementos amarillos son moléculas o procesos del sistema, las flechas verdes indican que hay
una relacion positiva y las lineas rojas que existe una inhibicién. Los tipos de relaciones que regulan a cada molécula
se especifica aparte.
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Una vez obtenido el modelo equivalente en GINsim, se procedié a la simulacién. El método de
actualizaciéon del sistema fue sincrono, y se establecieron todas las condiciones iniciales
combinatoriamente posibles en cuanto a las entradas. La Figura 20 A muestra el grafo de transiciones
entre estados obtenidos por GINsim, en el que los extremos de rectdngulos azules indican estados
atractores y los rectangulos de color blanco representan transiciones de estado. En la Figura 20 B se hace
un acercamiento a un extremo en particular del grafo, donde es posible ver el estado del sistema respecto
a cada una de las moléculas simuladas. Sin embargo, como se puede apreciar en ambas figuras, a simple
vista es dificil analizar los resultados, ademas de que el software no posee herramientas para su analisis
post-simulacidn, y los resultados no se pueden exportar a algin otro software que si lo permita. Debido a
esto, se buscd un software que permitiera observar y analizar exclusivamente las salidas para las

condiciones iniciales establecidas.
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Figura 20. Resultados de simulacidn sincrona en GINsim. A) Primeros resultados con maximo alejamiento posible. B)
Acercamiento de primeros resultados, cada nimero representa el estado (presente o ausente) de cada elemento del
sistema y cada rectangulo representa el estado actual del sistema, los rectangulos azules son estados atractores y los
rectangulos blancos son estados transitorios.
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3.3.2. Software Logic.Ly

Con la misma légica de GINsim, se disend el diagrama para el software Logic.Ly. Por tratarse de un
programa para circuitos electrdénicos digitales, el resultado en la Figura 21 indica directamente los tipos de

interaccion entre moléculas mediante los simbolos de los operadores logicos.

E 3

ofnle

S
=) |
=l
=]
=

=
B¢}

Figura 21. Diagrama equivalente del sistema, disefiado en Logic.Ly. Los interruptores horizontales en la parte superior
izquierda son las entradas del sistema, estos pueden permanecer encendidos o apagados. Los focos en el costado
derecho son las salidas del sistema, las transiciones de encendidos y apagados son los analizados para obtener
estados o ciclos atractores. Los triangulos blancos son buffers que sirven como moléculas o procesos, y el resto de
los simbolos son compuertas légicas que describen el tipo de interaccion, AND, OR y NOT.

En Logic.Ly tanto la simulacién como la extraccién de los resultados se realizé manualmente. Cada estado
del sistema fue actualizdndose paso a paso de manera sincrona hasta que se llegdé a un punto donde se
repetia el mismo estado del sistema (estado atractor), o se repetia una serie de estados del sistema en un
orden en particular (ciclo atractor). De las 256 simulaciones se obtuvieron 7 comportamientos distintos, 3
ciclos atractores y 4 estados atractores, los cuales se pueden apreciar en la Figura 22 y de acuerdo con la
literatura poseen cierta congruencia bioldgica. Se muestran las condiciones iniciales que dieron lugar a

cada uno de los distintos comportamientos en las Figuras 23-28.
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Figura 22. Resumen de resultados obtenidos de la simulacion en Logic.Ly. Las primeras 8 columnas corresponden a las entradas y su valor como condiciones iniciales
para la simulacidn, estas son Precursores de osteoclastos (OCp), Células estromales (S. Cel.), PTH, TBR-Il, SMAD6/7, SMAD4, Wnt-3a y SDF1. Las siguientes 6 columnas
corresponden a las salidas del sistema, estas son Crecimiento del cancer, Resorcidn ésea, Formacidn ésea, Factores notch, Genes regulados por TGF- y Establecimiento
del cancer. Cada fila corresponde al estado actual del sistema en cuanto entradas y salidas se refiere, y sus transiciones se realizan de arriba hacia abajo. A la derecha
se encuentra un bloque de ciclo atractor, el cual sefiala que esas transiciones se repiten indeterminadamente de arriba hacia abajo. Los bloques de estado atractor
indican que el ultimo estado del sistema es el que se mantiene indeterminadamente, es decir, la fila que se encuentra hasta abajo.
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El primer estado atractor generado tras la simulacién en Logic.Ly (Figura 22) corresponde a cualquier
condicién inicial que posea la entrada OCp en estado bajo (por simplificacion solo se muestra la primera
condicién de entrada). Si bien son condiciones iniciales no biolégicamente viables, la respuesta en las
cuatro salidas (resorcién, formacion, establecimiento y crecimiento del cdncer) en estado bajo es
congruente, ya que sin OCp los OC activos no estarian presentes en el sistema, y consecuentemente no
habria inicio del remodelado 6seo mediante la destruccion del hueso. De haber obtenido un resultado con
salidas activas o en estado alto el modelo no estaria respondiendo adecuadamente, por lo que se resalta

la importancia de simular todas las combinaciones de entrada aun sin estas ser viables.

En la Figura 23 A se pueden observar todas las condiciones iniciales que fueron simuladas y llevaron al
primer ciclo atractor (Figuras 21 y 23 B). Se podria resumir la constante del conjunto de condiciones
iniciales en el siguiente enunciado: Cualquier combinacién de entrada que contenga OCp activo, que
mantenga Wnt-3a en estado bajo y que no tenga la via candnica del TGF-R activa, ya sea por la accidn de
inhibidores de la via (SMAD 6/7) o la ausencia del receptor Il del TGF-R. Si se cumple el enunciado anterior
en las condiciones iniciales de las simulaciones el resultado es un ciclo atractor que se puede relacionar al
remodelado del hueso. En las transiciones de la Figura 23 B, se muestra como primero se tienen 3 estados
de destruccion del hueso consecutivos, seguidos de tres estados de formacién de hueso. Esto pudiera
sugerir la representacion de un equilibrio entre formacién y destruccion de hueso. OCp es capaz de
activarse, lo cual comienza la destruccidon del hueso y la posterior activacion de osteoblastos para la
formacidén del hueso, y debido a que OCp se mantiene activo en todo momento los ciclos se repiten

indefinidamente en el tiempo.
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Figura 23. Condiciones iniciales y ciclo atractor de remodelado dseo en Logic.Ly. A) Se enlistan las 56 condiciones iniciales de las 8 entradas del sistema que dieron lugar
al comportamiento en B, los cambios de color sirven para distinguir entre una fila y la siguiente. B) Ciclo atractor de grado 6 (correspondiente al nimero de transiciones)
resultante, el orden de transiciones es de la fila 2 a la 7, una vez en la fila 7 el sistema cambia al estado en la fila 2, donde se repiten las transiciones en un ciclo

indeterminado en el tiempo.
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El siguiente estado atractor (Figura 24 B) se obtuvo mediante la simulacion del conjunto de 56 condiciones
iniciales que se muestran en la Figura 24 A. Estas coinciden en mantener las entradas OCp y Wnt-3a en
estado alto, mientras que la via candnica del TGF-I8 no esté activa. El resto de las entradas puede variar sin
cambiar el comportamiento obtenido en las salidas del sistema. La presencia de OCp inicia los ciclos de
remodelado éseo, sin embargo, Wnt-3a regula positivamente a Gli2, el cual es necesario para la sintesis
de PTHrP, inhibidor de OPG (inhibidor de la sefializacion de RANKL). Con base en lo anterior, se elimina la
regulacién negativa de la activacién de OCp, por lo que la destruccién del hueso es constante, y asi la
liberacion de factores que regulan el reclutamiento y activacién de OBp. Ademas, la inhibicion de la
actividad de OB’s por IL-11 no estd presente por la ausencia de la via candnica del TGF-, por lo que tanto
la destruccidon como la formacidn del hueso se mantienen constantemente activas. Estos resultados
concuerdan parcialmente con trabajo reportado que sustenta que Wnt-3a favorece la ostedlisis del hueso
en la metdstasis dsea de cancer de mama (Johnson et al., 2014), favoreciendo la destruccién del hueso
sobre la formacién, sin embargo, los resultados sugieren que es necesaria la accion del TGF-R para obtener

este efecto.
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Figura 24. Condiciones iniciales y estado atractor de destruccion y formacién de hueso en Logic.Ly. A) Se enlistan las 56 condiciones iniciales de las 8 entradas del sistema
que dieron lugar al comportamiento en B, los cambios de color sirven para distinguir entre una fila y la siguiente. B) Estado atractor (ciclo de grado 1) resultante, el

orden de transiciones es de la fila 2 a la 4. Una vez en la fila 4 el sistema activamente mantiene esa Ultima transicion en un ciclo indeterminado en el tiempo.
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Las condiciones iniciales del segundo ciclo atractor de acuerdo con la Figura 22, se encuentran en la Figura
25 A, y son Unicamente 4 de las 256 combinaciones de entrada posibles. La constante entre estas cuatro
condiciones es la presencia de OCp vy la via candnica del TGF- (TBRIl y SMAD4). Previo al ciclo atractor
existen transiciones de estados que muestran una especie de equilibrio entre destruccién y formacién de
hueso, sin embargo, una vez en el ciclo atractor existe una unidad de tiempo mds de destruccién que de
formacién, esto se debe a que el modelo no discrimina si la salida de cancer esta presente o no para regular
sus genes asociados mediante la via candnica del TGF-R. De esta manera se favorece la destruccién del
hueso como si se tratase de un efecto osteolitico de cancer, pero sin que esté presente. Este efecto no es

el esperado, y es un punto de mejora del modelo para una posterior calibracidn.
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2 0 1 0 0 0 0

3 0 1 0 1 0 0

4 0 1 1 1 0 0 ..
Transiciones

5 0 0 1 1 1 0

6 0 0 1 0 1 0

7 0 0 0 0 1 0

8 0 1 0 0 0 0

9 0 1 0 1 0 0

10 0 1 1 1 0 0

11 0 1 1 1 1 0 Ciclo atractor

12 0 0 1 1 1 0

13 0 0 0 1 1 0

14 0 0 0 0 1 0

Figura 25. Condiciones iniciales y ciclo atractor de comportamiento osteolitico en Logic.Ly. A) Se enlistan las 4
condiciones iniciales de las 8 entradas del sistema que dieron lugar al comportamiento en B, los cambios de color
sirven para distinguir entre una fila y la siguiente. B) Ciclo atractor de grado 7 (correspondiente al nimero de
transiciones) resultante. El orden de transiciones es de la fila 2 a la 7, una vez en la fila 8 el sistema continua las
transiciones hasta llegar a la fila 14, donde se repiten las transiciones (de fila 8 a 14) en un ciclo indeterminado en el
tiempo
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En la Figura 26 A se muestran las condiciones iniciales que dieron lugar al ciclo atractor que posee ciclos
de remodelado dseo, con establecimiento y crecimiento del cancer (Figura 26 B). En este conjunto de 4
condiciones iniciales se mantiene la via candnica del TGF- activa, ademas del estado alto de OCp y SDF1.
En la Figura 26 B se puede apreciar que existen transiciones en las salidas del sistema que indican un
desbalance en la resorcién y formaciéon del hueso siendo esta ultima la favorecida, sin embargo,
eventualmente llega a un ciclo atractor donde se tienen 4 tiempos de destruccién con 4 tiempos de
formacién. Durante estos ciclos se logra la regulacidon genética positiva de CXCR4 por TGF-i, el cudl en
conjunto con la entrada SDF1 en estado alto favorecen el establecimiento del cancer. Una vez que se
tienen las condiciones adecuadas se activa la salida de crecimiento del cancer. Pese a que cuenta con la
presencia de cancer y la via candnica del TGF-R activa, no se observa un comportamiento osteolitico

dominante, lo que pudiera deberse a la falta de la regulacién de Wnt-3a.
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Figura 26. Condiciones iniciales y ciclo atractor de crecimiento de cancer en Logic.Ly. A) Se enlistan las 4 condiciones
iniciales de las 8 entradas del sistema que dieron lugar al comportamiento en B, los cambios de color sirven para
distinguir entre una fila y la siguiente. B) Ciclo atractor de grado 9 (correspondiente al nUmero de transiciones)
resultante. El orden de transiciones es de la fila 2 ala 9, una vez en la fila 10 el sistema continda las transiciones hasta
llegar a la fila 18, donde se repiten las transiciones (de fila 10 a 18) en un ciclo indeterminado en el tiempo.
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El siguiente conjunto de condiciones iniciales (Figura 27 A) tiene como constante el estado alto de OCp,
via candnica del TGF- (TBRIl y SMAD4) y Wnt-3a. El resultado mostrado en la Figura 27 B es un estado
atractor en el cual se tiene una constante destruccion del hueso sin formacién, este efecto se debe a la
actividad en conjunto de TBRIl, SMAD4 y Wnt-3a. Nuevamente el comportamiento del TGF-RB no deberia
favorecer este resultado ya que el cancer no esta presente, no obstante, queda claro que estas dos vias
de sefializacién son necesarias para obtener un comportamiento osteolitico en la metastasis dsea de

cancer de mama.
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Figura 27. Condiciones iniciales y estado atractor de comportamiento osteolitico en Logic.Ly. A) Se enlistan las 4
condiciones iniciales de las 8 entradas del sistema que dieron lugar al comportamiento en B, los cambios de color
sirven para distinguir entre una fila y la siguiente. B) Estado atractor (ciclo de grado 1) resultante, el orden de
transiciones es de la fila 2 a la 6, una vez en la fila 6 el sistema activamente mantiene esa ultima transicion en un ciclo
indeterminado en el tiempo.

El dltimo conjunto de condiciones en la Figura 28 A muestra como constante las entradas OCp, TBRII,
SMAD4, Wnt-3a, y SDF1 en estado alto. Con los comportamientos anteriormente vistos, es logico el estado
atractor obtenido (Figura 28 B), ya que OCp inicia el ciclo de remodelado dseo. Ademas, en el estado
atractor pasado se observé como TBRII, SMAD4 y Wnt-3 promueven la destruccidn del hueso e inhiben la
formacién. Finalmente, se observa que SDF-1 con CXCR4 regulado por la misma via del TGF-R permite el
establecimiento y posterior crecimiento del cancer. Analizando a detalle lo que esta sucediendo en estas
simulaciones, Wnt-3a favorece la eventual sintesis de PTHrP que promueve el incremento de RANKL, el

cual a su vez permite la activacion de OCp aumentando el nimero de OC activos que destruyen el hueso.
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Con esto se activa la liberacién de calcio (Ca) y TGF-8. Ademas, gracias a que las entradas TBRIl y SMAD4
se encuentran activas se lleva a cabo la regulacién genética de CXCR4 y, dado que SDF1 también se
encuentra como entrada activa, se favorece el establecimiento del cancer, el cual en conjunto con el Ca
liberado promueve el crecimiento del cancer. Por ultimo, la regulacién genética por TGF-R en presencia
del cdncer promueve la sintesis de IL11 el cual también favorece la sintesis de RANKL, pero inhibe la

actividad de osteoblastos, es decir, la formacion de hueso.
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Figura 28. Condiciones iniciales y estado atractor de crecimiento de cancer en Logic.Ly. A) Se enlistan las 4
condiciones iniciales de las 8 entradas del sistema que dieron lugar al comportamiento en B, los cambios de color
sirven para distinguir entre una fila y la siguiente. B) Estado atractor (ciclo de grado 1) resultante, el orden de
transiciones es de la fila 2 a la 8. Una vez en la fila 8 el sistema activamente mantiene esa ultima transicién en un
ciclo indeterminado en el tiempo.

Es importante resaltar que, al momento de analizar algunos de los procesos implicados en este sistema,
comenzaron a ser notables las limitaciones del software. Es muy probable que el hecho de agregar nuevos
elementos haya desacoplado los tiempos por el trayecto largo de la sefial en algunos procesos y corto en
otros. Por ello se utilizé una paqueteria de R llamada BoolNet, la cual es una herramienta para el disefio,
simulacidén y andlisis de modelos de redes booleanas. Si bien esta herramienta sigue desplegando los
cambios de todos los elementos del sistema como lo hacia GINsim, esta paqueteria presenta solo los
estados y ciclos atractores, de una manera aislada al resto de los cambios del sistema. Ademds, posee

funciones como distintos métodos de actualizacién del sistema, seguimiento de los estados antecesores a
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los estados y ciclos atractores, algoritmos de perturbaciéon del sistema para pruebas de robustez,
herramientas de visualizacidn, inhibicién de moléculas, entre otras. Sin embargo, la libreria BoolNet
establece como limite un sistema con no mas de 29 moléculas, por lo que se requirié de una simplificacion.
Si bien el objetivo de estos modelos cualitativos es incrementar el nimero de elementos considerados del
sistema bioldgico para tener un panorama mas amplio de su dindmica, esta reduccién sigue contemplando

mas elementos que un sistema cuantitativo y la posibilidad de utilizar nuevas herramientas de analisis.

3.3.3. Paqueteria BoolNet de R

Para la simulacion en la paqueteria de R [lamada BoolNet, el disefio del modelo booleano se realizé de una
manera diferente a los softwares anteriores. En esta paqueteria lo que se hizo fue vaciar todas las reglas
como en la Tabla 2 en un blog de notas, pero todas las interacciones relacionadas a una molécula se
detallan en una sola linea (Figura 11) donde los operadores lé6gicos AND, OR y NOT son representados con
los simbolos &, | y !, respectivamente. La visualizacién del modelo en BoolNet se puede apreciar en la

Figura 29.
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Figura 29. Diagrama de modelo generado con BoolNet. Las flechas indican la existencia y sentido de una relacién
entre moléculas y procesos.

A simple vista se aprecia que BoolNet relaciona los elementos del sistema directamente. Sin considerar las

operaciones AND, OR y NOT como nodos, de igual manera que en GINsim, y a diferencia de Logic.Ly.
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Las simulaciones se realizaron considerando las condiciones iniciales usadas en Logic.Ly pero en la
pagueteria de R llamada BoolNet. En la Figura 30 se puede observar el resultado de simular con las

entradas fijas en estado bajo, logrando el resultado esperado como en la Figura 22.

Condiciones iniciales
EOcp ETBRII mSMAD4 m SMAD6/7 mWnt-3a ® SDF-1

Atractor con 1 estado
T1

F. Rescrcion

p
PDGF
Jagg1l

[o]:}

]
SMAD2/3
PTHrP
Gli2

Resorcién
Formacién
Establecimiento
C. Cancer

- - 100%
m Activo W Inactivo

Figura 30. Estado atractor de BoolNet con entradas en estado bajo (OFF). Los colores en los espacios representan el
estado de las moléculas o procesos. El color rojo para los elementos inactivos y los verdes para elementos activos. El
porcentaje indica la fraccidn de transiciones de estado que llevaron a el estado representado en la tabla. T1 significa
transicion 1y sirve para diferenciar entre los distintos estados del sistema, aunque en este caso solo exista un estado.

Posteriormente, se procedié a simular las condiciones iniciales que llevaron al primer ciclo atractor de
Logic.Ly (Figura 21), donde solo se fijo en estado alto OCp, mientras que el resto de las entradas
permanecié en estado bajo (TBRIl, SMAD4, SMAD6/7, Wnt-3a y SDF-1). El comportamiento se relaciond
con la remodelacidn ésea también inferido por Logic.Ly. Sin embargo, en BoolNet se observaron dos
comportamientos distintos, siendo el del lado izquierdo de la Figura 31 el mas recurrente, en el cual se
tienen 4 unidades de destrucciéon del hueso sin formacion, seguido de 4 unidades de formacién de hueso
sin destruccidn. Estos resultados pese a que no son iguales a los obtenidos en la Figura 31 B, muestran una

similitud en cuanto al equilibro del remodelado dseo, causado por la sola presencia de la entrada OCp.
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Analizando mas a detalle este comportamiento, se pueden apreciar distintos retardos de accién de las
moléculas y procesos. Por ejemplo, en T1 se tiene OC y resorcién de hueso activo lo cual una unidad de
tiempo después libera OPG, Ca, TGF-R y otros factores de resorcion ésea (BMP’s, IL-1, IL-2, TNF, Int-y). En
la transicion T3 OPG tiene efecto e inhibe la accion de RANKL, y con esto, en T4 se inhibe la presencia de
OC’s, por lo que a partir de T5 se observa la ausencia de resorcion dsea. Ademas, a través de una via no
candnica TGF-B se ha favorecido a PDGF y OBp’s los cuales se muestran activos en T3 y en conjunto con
algunos factores de la resorcidn dsea regulan positivamente la formacién de OB’s para comenzar la

formacion de hueso de T5 hasta T8.

Condiciones iniciales
EOcp ETBRI mSMAD4 m SMAD6/7 mWnt-3a W SDF-1

Atractores con 8 estados
M T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 M T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8

F. Resorcion
OB p

PDGF
Jaga1

0B

116
SMAD2/3

Resorcion
Formacion
Establecimiento
C. Cancer

62.5% 31.5%

M Activo M Inactivo

Figura 31. Ciclos atractores de BoolNet (solo entrada OCp ON). La entrada OCp fue la Unica activa, mientras que el
resto (TBRII, SMAD6/7, SMAD4, Wnt3a y SDF1) se mantuvieron constantemente inactivas. Los colores en los espacios
representan el estado de las moléculas o procesos. El color rojo para los elementos inactivos y los verdes para
elementos activos. 62.5% de los estados del sistema llevaron al ciclo atractor del lado izquierdo donde se tienen 4
estados de destruccion de hueso y 4 unidades de formacidn, mientras que solo el 37.5% de esos estados llevo al ciclo
atractor de la derecha donde también se pueden apreciar cambios simétricos en la destruccion y formacion del
hueso. Las transiciones de estado del sistema van desde T1 hasta T8.
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Por otro lado, en la simulacién de la Figura 32 también se obtuvo el mismo resultado de las salidas que en
Logic.Ly (Figura 24), donde OCp y Wnt-3a fueron las Unicas entradas activas y los procesos de destruccion
y formacidn del hueso se constituyeron como las Unicas salidas activas en un estado atractor (ciclo de
grado 1). Este resultado implica que no importa en qué estado inicie el resto del sistema, por lo que si solo
se tienen estas dos entradas activas el resultado serd inevitablemente el mismo. Nuevamente las
simulaciones se llevaron a cabo de manera sincrona (y de igual manera para el resto de las simulaciones),
es decir, todos los elementos del sistema son actualizados simultdneamente, aplicando sus reglas de
regulacién considerando el estado actual de las moléculas que afectan a tal elemento. En este caso en
particular OCp comienza el ciclo de remodelacidn de hueso, sin embargo, Wnt-3a mantiene la produccion
constante de Gli2, el cudl regula positivamente a PTHrP, inhibiendo OPG (el Unico regulador negativo en
la remodelacion de hueso para este modelo), por lo que se mantienen los procesos de destruccion y

formacién de hueso activos, y se pierden las oscilaciones entre ambas.

Condiciones iniciales
EOcp BTBRII ®mSMAD4 m SMAD6/7 EWnt-3a ® SDF-1

Atractor con 1 estado
T

F. Resorcién
OB p

PDGF
Jagg1

OB

116

SMAD2/3
PTHrP

Gli2

G.Reg

1111

COX-2
CXCR4

118
Resorcion
Formacién
Establecimiento
C. Cancer

100%

HE Activo H Inactivo

Figura 32. Estado atractor de BoolNet (solo OCp y Wnt-3a ON). Es posible notar que solo las salidas formacion y
destruccion de hueso estan activas, entre otros elementos del sistema.
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De la simulacién correspondiente al segundo ciclo atractor en Logicl.Ly (Figuras 22 y 25), donde OCp vy los
elementos de la via candnica del TGF-B (TBRII y SMAD4 sin inhibidor) son las Unicas entradas activas, se
obtuvieron 10 comportamientos (Figura 33) cuyos porcentajes de distribucion en las simulaciones no es
muy distante uno de otro (se acercan todos al 10%). Pese a que los resultados difieren de los de Logic.Ly,
ambos concuerdan en que se favorece la destruccién del hueso, y no asi la formacién. De acuerdo con el
ciclo atractor mas recurrente (14.64% de las 8,388,608 simulaciones), en la transicion T1 se encuentran
los OCs en estado alto, lo que permite tener resorciéon en T2. Derivado de esta destruccion de hueso se
liberan OPG, Ca, TGF-R, entre otros factores de resorcion. Posteriormente los osteoblastos son activados,
sin embargo, al encontrarse la via del TGF-R candnica activa se promueve IL-11 el cual inhibe la formacidn
del hueso y promueve la activacidon de OC. Por lo anterior, al aparecer la interleucina en T6 interrumpe la
formacién a partir de la siguiente transicidn. De la misma via del TGF-B se promueve RANKL a través de
PTHrP, con lo que el ciclo se repite. Con estos resultados se sugiere que la formacidn de hueso se encuentra
desfavorecida respecto a la destruccidn, pero en los demas comportamientos existen casos contrarios

donde la destruccién de hueso se encuentra favorecida y la formacidn desfavorecida.

Condiciones iniciales
EOcp DTBRII ESMAD4 H SMAD6/7 EWnt-3a B SDF-1

Atractores con 8 estados

TT2T3TATE TG TT T8

Ocp
TERII
SMAD6/T
SMAD4
Wnt-3a
SDF-1
RANKL
oc

OPG

Ca

TGF-R

F. Resorcidn
OB p
PDGF
Jagg1

0B

116
SMAD2/3
FTHrP
Gliz

G. Reg

1111

COX-2
CXCR4

118
Resorcion
Formacion
Establecimiento
C. Cancer

14.64% Mn.711% 12.11% 10.35% 9.38% 10.35% 8.79% 7.62% 8.2% 6.25%

H Activo B Inactivo

Figura 33. Ciclos atractores de BoolNet (solo entradas OCp, TBRIl y SMAD4 ON). El color rojo para los elementos
inactivos y los verdes para elementos activos. La distribucion de transiciones de estado que dieron lugar a los distintos
ciclos atractores tiende a ser equitativa, sin embargo, el primer ciclo atractor con el 14.64% es el lider, donde existen
ciclos de 4 estados de resorcidn y un solo estado de formacién del hueso.
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De igual manera, el resultado en BoolNet de la Figura 34 difiere del ciclo atractor de Logic.Ly (Figura 26).
En ambos las entradas OCp, TBRIl, SMAD4 y SDF-1 estuvieron en estado alto, y lo Unico que comparten
ambas simulaciones es la tendencia a presentar establecimiento y crecimiento del cancer, desregulando
los ciclos de destruccién y formacion del hueso. Los resultados de esta simulacidn indican la importancia
del timing en las sefales, ya que las condiciones iniciales que llevaron a una pronta destruccién de hueso
y activacién de genes regulados por TGF-i, particularmente CXCR4, permitieron el establecimiento y una
unidad de tiempo después crecimiento del cancer. La excepcidn fueron los conjuntos de 9.38% y 10.35%
en los que la intermitencia en la liberacidon de Ca retrasé una unidad de tiempo mas el crecimiento del

cancer.

Condiciones iniciales
BOcp BTBRI ESMAD4 B SMADG/7 mWnt-3a E SDF-1

Atractores con 8 estados

TIT2T3T4TSTETI T6

Ocp
TBRII
SMADG&I7
SMAD4
Wnt-3a
SDF-1
RANKL
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0Bp
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14.64% N.71% 1211% 10.35% 9.38% 10.35% 8.79% 7.62% 8.2% 6.25%

H Activo B Inactivo

Figura 34. Ciclos atractores de BoolNet (solo entradas OCp, TBRII, SMAD4 y SDF1 ON). La distribucidn de transiciones
de estado que dieron lugar a los distintos ciclos atractores es la misma de los resultados en la Figura 25. El
establecimiento y crecimiento de cancer son elementos activos.
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Al simular en BoolNet las condiciones iniciales que dieron lugar al tercer estado atractor de Logic.Ly (Figura
22 y 27), se obtuvo el mismo resultado (Figura 35), al menos en cuanto a las salidas ya que el Unico
elemento activo resulté ser la destruccidn del hueso. Al igual que en el estado atractor anterior, el 100%
de las simulaciones llevadas a cabo bajo esas entradas en estado fijo llevaron al mismo ciclo de grado 1.
En este caso en particular, mientras que IL-11 es encendido por la via candnica del TGF-RB, inhibiendo la
actividad de OB’s, Wnt-3a mantiene constante la activacion de PTHrP mediante Gli-2, inhibiendo OPG y
permitiendo una constante activacién de OC'’s. De esta manera se infiere que la inhibicidn de la formacion

del hueso y su destruccidn es invariante.

Condiciones iniciales
HOcp ETBRII ESMAD4 mSMAD6/7 EWnt-3a H SDF-1

Atractor con 1 estado

T

Ocp
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Figura 35. Estado atractor de BoolNet (solo entradas OCp, TBRIl, SMAD4, Wnt3a ON). De las salidas solo la
destruccidon del hueso se encuentra activa.
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Finalmente, el conjunto de condiciones iniciales que resultaron en el ultimo estado atractor en Logic.Ly
(Figuras 22 y 28), también lo generaron en BoolNet (Figura 36). Este estado atractor se puede asociar
facilmente al tipo de enfermedad que se esta simulando, ya que el cdncer de mama tiende a ser osteolitico,
favoreciendo la destruccién del hueso y consecuentemente el establecimiento y crecimiento del cancer.
Los efectos de la via canénica del TGF-R mediante IL-11, y Wnt-3a por Gli2 ya se discutieron en la figura
anterior, la diferencia en este caso es la presencia de SDF-1 en conjunto con CXCR4 (regulado por TGF-R),
al haber una constante destruccidon de hueso y activacidon de la via candnica del TGF-B. Asi mismo, el

establecimiento y crecimiento del cancer resulta también constante.

Condiciones iniciales
B Ocp ETBRII mSMAD4 mSMAD6/7 mWnt-3a @ SDF-1

Atractor con 1 estado
T

Ocp
TBRII
SMAD6/7
SMAD4

Wnt-3a
SDF1
RANKL
0oC
OPG
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TGF-R
F. Resorcion
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PDGF
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Figura 36. Estado atractor de BoolNet (solo entradas OCp, TBRII, SMAD4, Wnt3a y SDF1 ON). Respecto a las salidas,
solo formacion de hueso se encuentra inactiva, mientras que la destruccidon del hueso, el establecimiento y
crecimiento del cancer permanecen activos.
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La constante en los distintos estados atractores obtenidos en Logic.Ly (Figuras 22, 24, 27 y 28) es la
ausencia o inhibicién de OPG, lo cual remarca la importancia de los reguladores negativos en los modelos
para obtener comportamientos oscilatorios. Una oportunidad de mejora en este modelo podria incluir

mas vias de sefializacién con sus correspondientes reguladores negativos.

Las salidas de los 4 estados atractores resultantes de BoolNet (Figuras 30, 32, 35, 36) corresponden
exactamente a las obtenidas con Logic.Ly (Figura 22, 24, 27 y 28). Pero no asi en los ciclos atractores
(Figuras 23, 25, 26 de Logic.Ly y Figuras 31, 33 y 34). Esto podria deberse en parte a la reduccion del modelo
para su analisis en BoolNet, pero también porque esta paqueteria a diferencia de Logic.Ly, no toma en
cuenta los operadores l6gicos como nodos a los cuales alcanzar retrasando ain mas la sefial. Por otro lado,
esta herramienta especializada realiza distintas simulaciones para las mismas condiciones de entrada,
variando las condiciones iniciales de todo el sistema, mientras que en la simulacidn por Logic.Ly, solo se
realiza una simulaciéon con los valores de entrada establecidos y el resto del sistema en estado bajo desde
un comienzo. Sin embargo, pese a que los resultados no son iguales en los ciclos atractores, la informacion
gue uno puede obtener de ambos es similar, aunque en Logic.Ly es dificil seguir el flujo de la informacidén

nodo a nodo, mientras que en BoolNet resulta mas sencillo de visualizar.

3.4. Validacion del modelo

3.4.1. Inhibicién de PTHrP

Para validar computacionalmente el modelo, se realizaron simulaciones con las condiciones iniciales que
favorecieron el crecimiento del cancer, pero a través de la inhibicién de PTHrP que en el trabajo de
Kékonen et al. (2002) se demostré que inhibia el crecimiento de cancer de mama osteolitico dependiente
del TGF-R. Tanto en la simulaciéon de Logic.Ly (Figura 37) como en BoolNet (Figura 38) se inhibid el
crecimiento del cancer, sin embargo, solo en el primer software se observa un equilibrio entre la resorcion
y formacién del hueso, mientras que en BoolNet se sigue favoreciendo un desbalance en la dindmica de

remodelado dseo.
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Figura 37. Ciclo atractor resultante de simulaciéon con Logic.Ly introduciendo el inhibidor de PTHrP, con las
condiciones iniciales que favorecen el estado atractor de destruccion de hueso, establecimiento y crecimiento del
cancer, con formacién del hueso inactivo (Ver Figura 27).

Condiciones iniciales
EOQOcp ETBRII ESMAD4 m SMAD6/7 EWnt-3a = SDF-1 |EPTHrP

Atractores con 8 estados
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Figura 38. Ciclo atractor de BoolNet con PTHrP inactivo. Las condiciones iniciales son OCp, SMAD4, Wnt3a, SNF1
activas, y la entrada SMADG6/7 inactiva, ademas de la inhibicion de PTHrP. Ambos ciclos atractores poseen el 50% de
transiciones de estado a favor.

Particularmente en BoolNet se obtuvieron dos resultados con el mismo porcentaje de distribucién. En la
Figura 38 (izquierda) se aprecia que se promueve la destruccion del hueso principalmente, y en la figura
de la derecha la diferencia entre destruccién y formacidn de hueso es menor, aunque sigue siendo mayor
la resorcion. Esto se debe a que las vias del TGF-B y Wnt-3a siguen activas en el modelo, y deberian
detenerse una vez el crecimiento de cancer ha pasado a estado bajo. Posiblemente el timing en Logic.Ly
permita que el efecto de IL-11 de inhibir la formacién de hueso no sea efectivo, mientras que en BoolNet

se puede apreciar un efecto prolongado para la Figura 38 (izquierda), por otro lado, la intermitencia de IL-
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11 en la Figura 38 (derecha) se asemeja mas a lo mostrado en Logic.Ly respecto a la formacién y

destruccién de hueso.

Si ponemos atencién a la dindmica del sistema, lo destacable de estos resultados es que se convirtieron
de estados atractores donde solo existia destruccion de hueso, establecimiento y crecimiento de cancer,
a ciclos atractores donde resaltan las transiciones entre destruccién y formacién de hueso, sin crecimiento
de cancer. A nivel del modelo booleano, es notable el efecto oscilatorio que confiere OPG al no ser inhibido

por PTHrP.

3.4.2. Prueba de robustez

Para las pruebas de robustez en el modelo desarrollado, se utilizé la funcién “perturbar trayectorias” de
BoolNet, implementando de 1 hasta 10 cambios aleatorios en 1000 condiciones iniciales, evaluandose la
robustez mediante el calculo de la distancia de Hamming entre las 1000 simulaciones bajo condiciones
iniciales aleatorias y sus correspondientes simulaciones con condiciones iniciales perturbadas. Los

resultados obtenidos se muestran en la Figura 39.

Distancia de Hamming

o
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Figura 39. Distancia de Hamming promedio entre estados y ciclos atractores de simulaciones y sus copias
perturbadas. En el eje Y se encuentra la distancia de Hamming promedio entre el estado o ciclo atractor obtenido de
la simulacion original y sus simulaciones correspondientes perturbadas. En el eje X se muestra el nUmero de
perturbaciones aplicadas para cada caso. Los FlipBits son cambios de ciertos valores en las condiciones iniciales por
sus valores opuestos, es decir, intercambia 1’s por 0’s y viceversa.
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En la grafica anterior se puede observar que los resultados muestran un comportamiento lineal, sin
embargo, la pendiente indica que la distancia de Hamming de los estados y ciclos atractores obtenidos
tiende a ser ligeramente menor que el nimero de FlifBits en las condiciones iniciales. Cabe mencionar que
los estados y ciclos atractores que pueden resultar son finitos. Ademas, pese a que existen elementos en
el sistema que activan multiples nodos, se mantiene esta linealidad en los promedios obtenidos. Pese a
que los valores disminuidos ligeramente en la distancia de Hamming podrian indicar que el sistema no es
muy sensible a las perturbaciones en las condiciones iniciales, el valor de la pendiente indica que no se

puede determinar si el sistema es robusto con los datos actuales.
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Capitulo 4. Conclusiones

De la busqueda de literatura sobre metastasis dsea de cancer de mama se encontraron 81,278 resultados
de los cuales solo se consultaron 52, estos ultimos se obtuvieron mediante un filtro inclusivo
(preferencialmente trabajos en lineas celulares MDA-MB-231) y uno exclusivo (trabajos que no tengan que
ver con cancer de mama) realizado manualmente al leer los titulos, resimenes y metodologia de los
trabajos. Ademas, se hicieron consultas adicionales para modelar la dindmica de remodelacion del hueso.
Después se extrajo el aporte de los articulos y revisiones. Posteriormente, la construcciéon del modelo se
realizd interpretando los aportes de cada trabajo consultado mediante la |6gica del dlgebra booleana, es
decir, con el uso de operadores légicos AND, OR y NOT de manera individual y en arreglos para representar

las interacciones de activacion e inhibicion.

Los resultados obtenidos con el software GINsim no fueron adecuados para su posterior analisis por lo que
se optd por Logic.ly, un software que no es especializado en modelos booleanos, pero fue de utilidad como
un primer acercamiento al modelado de la dinamica molecular. Las limitaciones de este software no
permitieron simular todas las combinaciones de estado del sistema completo. Sin embargo, aun
considerando que todos los nodos a excepcion de las entradas inicien en estado bajo, se obtuvieron

estados y ciclos atractores interesantes, los cuales no difirieron mucho del software usado posteriormente.

Con respecto a las simulaciones realizadas con Logic.Ly se obtuvieron ciclos atractores que pueden
asociarse a la dindmica de remodelado &éseo, de lesiones osteoliticas, y de remodelado dseo con
establecimiento y crecimiento de cancer. También se encontraron estados atractores facilmente
asociables con lesiones osteoliticas y crecimiento de cancer. Ademads, al probar la inhibicién de PTHrP y
tomando en cuenta los cambios de estado de las salidas del sistema, se obtuvieron comportamientos

reportados en la literatura.

Finalmente se trasladé el sistema a una paqueteria especializada de R llamada BoolNet, el cual posee mas
herramientas de manejo, sin embargo, fue necesario reducir el modelo a 29 elementos por limitaciones
de la misma paqueteria. Lo anterior provocd cambios en los ciclos atractores, pero no asi en los estados
atractores comparando contra Logic.Ly. Al tratarse de simulaciones con actualizacién de nodos sincrona,
las reducciones en los nodos del sistema causaron un efecto en la propagacidon de la seial. Adema3s, esta
nueva herramienta reduce alin mas este tiempo al no tomar en cuenta los operadores légicos como nodos,

a diferencia del modelo en Logic.Ly. En contraste, BoolNet simula para cada condicién inicial de las
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entradas (6 entradas), el resto de sus posibles combinaciones (22> nodos) como condiciones iniciales del

sistema.

La medicidn de la robustez del sistema se hizo mediante el cdlculo de la distancia de Hamming entre los
estados y ciclos atractores de simulaciones con condiciones iniciales aleatorias y sus copias con distintos
numeros de cambios (de 1 a 10) en las condiciones iniciales. Los resultados obtenidos muestran que,
conforme se incrementan los cambios de bits, se reduce sutilmente la distancia de Hamming, por lo que
podria inferirse que el modelo no es muy sensible a las perturbaciones y a que el posible numero de
comportamientos del sistema es finito. Sin embargo, el valor de la pendiente obtenida indica que no se

puede determinar si el sistema es robusto.

Aunque las limitaciones de las herramientas utilizadas no permiten analizar una gran cantidad de

elementos, se pudo simular un poco de la dindmica de la metastasis dsea de cdncer de mama.

Este es el primer trabajo donde se estudia la dindmica de la metastasis dsea de cancer de mama mediante
el uso de modelos booleanos. Si bien la extraccidén de reglas y construccién del modelo booleano se llevé
a cabo con éxito, se requiere de mds trabajo para poder condensar en un modelo todo el conocimiento

que se tiene sobre esta enfermedad y asi obtener un mejor acercamiento al sistema real.

La simplificacion del modelo no hizo variar drasticamente los resultados, y debido a ello se pudo utilizar
Logic.Ly y BoolNet con lo que se obtuvo un primer acercamiento a la dinamica del sistema y acceso a

diferentes herramientas de analisis de modelos booleanos.

Los resultados de las simulaciones tienen en su mayoria una explicacidon bioldgica, ademas, los ciclos
atractores obtenidos de la inhibicién de PTHrP ayudan a confirmar que no se trata de comportamientos
aleatorios. Sin embargo, se requieren de mas pruebas que satisfagan la evidencia experimental para

otorgarle mas robustez al modelo y obtener un modelo predictivo.

Para continuar con este trabajo y poder obtener un modelo predictivo con mayor robustez, se podria
ampliar el modelo y buscar que satisfaga mds comportamientos experimentales, como por ejemplo la
inhibicién de RANKL por denosumab (Casas et al., 2013), o el uso de bifosfonatos para desacelerar la
actividad de OCs (Hiraga etal., 2001). También, mejoraria la simulacidn cambiar el método de

actualizacién de sincrono a asincrono, para que, en lugar de actualizar todos los nodos al mismo tiempo,



66
se actualicen de manera independiente y aleatoria, y de esta manera evitar el problema de propagacion

de senal.

Cada trabajo consultado se realizé bajo sus propias condiciones controladas in vitro e in vivo, lo cual
complica acoplar la informacién de distintos trabajos y representar toda la dindmica implicada, es posible
gue un modelo semi cuantitativo pueda ayudar no solo a compatibilizar la informacidn, sino a representar
efectos con distintos niveles discretos, es decir, no solo un modelo binario sino de umbrales discretos de
activacion e inhibicién. También, para evitar la limitante de nodos en algunas herramientas de modelado,
se podrian sustituir los nodos de elementos moleculares, por nodos de vias de seializacidon con sus efectos

directos sin moléculas intermediarias.
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