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RESUMEN

El cancer de colon es el segundo tipo de carcinogénesis mas mortal en el mundo basado en datos
de 2018. Esta clase de cancer tiene una tendencia edad-dependiente ya que es prevalente en
personas de mediana edad. Se suelen asociar a él como causas de induccién el sedentarismo, la
dieta baja en fibra, asi como la acumulacién de mutaciones. El desarrollo de este tipo de cancer se
ve altamente regulado por la actividad de los componentes que interaccionan con la via de WNT/j3-
catenina por lo que un analisis en su totalidad de estos elementos podria ayudar a entender el
destino celular. Las redes bioldgicas son una de las herramientas con mayor auge en la actualidad
ya que nos permite hacer andlisis de procesos complejos y tratar de entender, en general, cbmo se
comporta un proceso biologico. En este trabajo se propuso un modelo de red-de vias de sefalizacion
que interacttan con WNT bajo la hip6tesis de que esta red es propensa a ataques, se realizaron
diferentes simulaciones computacionales para determinar el comportamiento de la red al activar e
inactivar componentes que usualmente tienen otro estado. Tras estas simulaciones se logré realizar
y proponer una red minima la cual ayudaria a profundizar en el comportamiento celular de las células

cancerigenas del colon y las vias de sefializacion implicadas en el proceso de malignizacion.

Palabras claves: cancer de colon, redes booleanas, vias de sefializacion, WNT.



SUMMARY

Colon cancer is the second deadliest type of carcinogenesis in the world based on data from 2018.
This class of cancer has an age-dependent trend as it is prevalent in middle-aged people. Sedentary
lifestyle, low fiber diet, as well as the accumulation of mutations are usually associated with it-as
causes of induction. The development of this type of cancer is highly regulated by the.activity of the
components that interact with the WNT / 3-catenin pathway, so a complete analysis of these elements
could help to understand cell fate. Biological networks are one of the most popular tools today since
they allow us to analyze complex processes and try to understand, in general, how a biological
process behaves. In this work, a network model of signaling pathways that interact with WNT was
proposed under the hypothesis that this network is prone to attacks, different computational
simulations were carried out to determine the behavior of the network when activating and
deactivating components that usually have another state. After these simulations, it was possible to
create and propose a minimal network which would help to. deepen the understanding of the cellular

behavior of colon cancer cells and the signaling pathways involved in the malignancy process.

Key words: Boolean network, colon cancer, signaling pathways, WNT.
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I.  INTRODUCCION

El cancer de colon es una de las tres primeras causas de muerte en la poblacion mundial junto con
las enfermedades cardiovasculares y las enfermedades respiratorias cronicas (Institute for Health
Metrics and Evaluation, 2018) . A pesar de saber que el cancer es una enfermedad multifactorial en
el cancer de colon se sabe que existen al menos tres mecanismos puntuales por los cuales se da
su iniciacion en este tejido. La via de KRAS, la inestabilidad cromosdmica y la via de WNT/B-catenina
(Chandrasinghe, 2018; Colussi et al., 2013; Emmert-Streib et al., 2014). Estas vias a su vez estan
relacionadas con muchas otras por lo que el analisis de los procesos celulares es de naturaleza
compleja. En los ultimos afios la ciencia de las redes ha ido aumentando en popularidad debido a
que permite hacer modelacion de procesos complejos para entender multiples procesos biolégicos
(Janes y Lauffenburger, 2013; Schwab et al., 2020). Estos modelos permiten que se realicen
predicciones con ellos para entender cémo tales procesos se comportan. Para realizar tal tarea, es
fundamental, hacer una exhaustiva revisién bibliografica de modo que se pueda entender el

comportamiento del proceso a analizar.

En el presente trabajo se presenta una revision bibliografica de cascadas de sefalizacion implicadas
en el cancer de colon a través de la via canénica de WNT. A partir de esta informacién se propuso
un modelo para el cual se determinaron reglas logicas a través del algebra booleana para
posteriormente hacer andlisis en un programa computacional. Estos analisis nos permiten observar
el comportamiento del sistema propuesto e interpretar qué es lo que esta sucediendo. Se realizaron
varias simulaciones de activaciéon e inactivacién de componentes para encontrar componentes de la
red que nos dieran resultados relevantes y proponer una futura comprobacion experimental. Se
detalla paso a paso como se fueron obteniendo los distintos medios importantes a analizar en redes

para obtener una propuesta de red minima que nos permita hacer andlisis mas rigurosos a futuro.



ll.  MARCO TEORICO

2.1. Cancer

El cancer, de acuerdo a la definiciobn de la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS), es un

proceso de crecimiento y diseminacion incontrolada de células que puede afectar a cualquier parte
del cuerpo (OMS, 2018). Esta es una definicion que hace tomar al cancer como una sola
enfermedad, sin embargo, una definicibn més acertada es que el cancer es un conjunto de
enfermedades dependientes del tipo y tejido celular afectado, altamente relacionado con factores
tanto internos como externos con varios mecanismos involucrados (Coleman, 2017).. Como se ha
definido ahora, el cdncer siempre sera diferente dependiendo de la parte del organismo que se vea
afectada; aunque las células cancerigenas per se comparten caracteristicas biolégicas que se
mantienen entre todas, independientemente del tipo celular que sea; dichas propiedades son el
crecimiento anormal, diferenciacion descontrolada, invasividad y potencial de metastasis (Sanabria
et al., 2012). Todo esto es, en sumanera mas simple, provocado.por la expresion anormal de genes,
lo que ha llevado a que esta enfermedad en su manera mas pura sea denominada como de origen
genético (Coleman, 2017).
Las células cancerigenas son células normales que han entrado a un proceso de crecimiento
anormal, es decir, comienzan a reproducirse de manera incontrolable, asi como, comienzan a evitar
varios de los mecanismos de muerte celular. Pueden invadir otros lugares del cuerpo si estas células
entran en un proceso denominado metastasis, dicho proceso le da la capacidad a la célula de viajar
por el cuerpo a través del torrente sanguineo, establecerse en un nuevo tejido y mandar sefiales a
las células colindantes para que se vuelvan cancerigenas (Sanabria et al., 2012). Todo esto se
resume en las 8 caracteristicas primarias del cancer, observadas en la figura 1 y las cuales, de
acuerdo a Cortinas, (2011); Hanahan y Weinberg, (2000); Hesketh, 2013, son las siguientes:

1. Crecimiento-enausencia de sefales.

2. Crecimiento en presencia de sefiales “de paro”.

3. Crecimiento indefinido.

4. Evasion de los mecanismos de muerte celular los cuales regulan las poblaciones celulares

en los tejidos.

5. Provocan angiogénesis, la cual es una capacidad para inducir el crecimiento de vasos

sanguineos para suplir la fuente de nutrientes.

6. Su metabolismo cambia de manera abrupta con respecto a una célula normal.
7. Sefiales secretadas por las células tumorales (como liberacién de Leucinas) provocan la

activacion del sistema inmune. Esto puede provocar enfermedades autoinmunes.



8. Metéstasis, la cual es la capacidad de migrar hacia otros tejidos a través de los vasos

sanguineos y del tumor primario que genera uno o mas tumores secundarios.

Senales de crecimiento

i =
a X e Crecimiento
indefinido Tumor ° Angiogénesis
primario
Perturbaciéon
“ ‘ metabédlica
Célula tumoral * ﬁﬁﬁ °

% ©O —

Inflamacion

g ——
Muerte celular ° ﬁ &
Metastasis ¢
Tumor
Secundario

Figura 1. Las 8 caracteristicas primarias del cancer. Imagen adaptada de Hesketh,
(2013)

El agrupamiento de células cancerigenas ‘es comunmente denominado tumor y por las
caracteristicas anteriores se pueden clasificar en benignos y malignos (Cortinas, 2011; Hanahan y
Weinberg, 2000; Hesketh, 2013). Un tumor benigno es aquel que crece lentamente y no tiene la
capacidad de invadir otros tejidos. El tumor maligno, por otro lado, tienen la capacidad de hacer
metastasis e invadir tejidos cercanos; en este tipo de tumores es importante determinar al tumor
primario, el cual es aquél de dénde comenzé el proceso de metastasis (Weinberg, 2014). La mayoria
de los tumores humanos son originados a partir de los tejidos epiteliales (Weinberg, 2014). El epitelio
es un tejido que esta compuesto de capas de células que conforman a los canales del cuerpo o las
barreras de proteccion de agentes externos, en la figura dos se puede observar un esquema que
representan los tipos de tejidos que conforman al cuerpo. Los epitelios generan los tipos mas
comunes_de cancer, los carcinomas, estos son responsables de hasta un 80% de muertes en el
mundo (Fitzmaurice y Global Burden of Disease Cancer Collaboration, 2018; Weinberg, 2014).

Los carcinomas, en su mayoria, pueden clasificarse en dos grandes categorias de acuerdo a sus
funciones celulares. Los carcinomas de células escamosas estan formados a partir de los epitelios
gue funcionan como capas de proteccién como los queratinocitos, es decir, células de la piel. Por
otro lado, estan los adenocarcinomas estos son generados a partir de células especiales de los
epitelios que secretan sustancias que sirven como proteccion del mismo, las mucosas (Weinberg,
2014; Coleman, 2017). Los tipos de cancer que no son de origen epitelial se pueden clasificar en

sarcomas, linfomas y tumores neuroectodérmicos; aunque claro, existen también aquellos que no

3



pueden entrar en ninguna de las categorias debido a que tienen la capacidad de cambiar de fenotipo.
Es decir, entrar a un proceso de desdiferenciacion permitiéndoles cambiar de célula constitutiva, que
forma parte de un tejido, a célula mesénquima, que puede migrar libremente por el cuerpo como las
células de la sangre, ademas de que originan los tipos de cancer con tumor primario desconocido,
es decir que no se puede saber el origen exacto del tumor por el cambio de fenotipo de la célula
(Weinberg, 2014). Los sarcomas son originados a partir de células del tejido conectivo, representan
hasta el 1% de los tumores encontrados en la poblacién. Los linfomas son aquellos originados a
partir de la sangre, siendo encontrados hasta en un 7% de la poblacion afectada. Los tumores
neuroectodérmicos son originados a partir de distintos componentes del sistema nervioso central y
periférico, representando hasta el 1.3% en la poblacion. Estos explican apenas el 9.3% de las
afectaciones de origen no epitelial, el otro 10.7% son por tipos que no pueden ser clasificados;
aunque existe otra clasificacion los cuales son los teratomas; el cual es un tipo de cancer que se
origina de las células germinales manteniendo la pluripotencialidad (Fitzmaurice y Global Burden of
Disease Cancer Collaboration, 2018; Weinberg, 2014; Betts et al., 2019).

Tejido nervioso

Células que

propagan la

informacién al .

cuerpo. Tejido muscular
Células que permiten
el movimiento en el
cuerpo

Tejido epitelial

Células que actdan
como barreras de
proteccion en el
cuerpo.

WS
> t?ﬁ"{ f ; X
o

,Af'_r Wd” L

Tejido conectivo
Células que integran
todas las partes del
cuerpo asi como proveen
de proteccién y soporte a
los demas tejidos.

Figura 2. Tipos de tejidos en los que las células pueden ser clasificadas y su funcion en el
cuerpo. Adaptado de: Betts et al., 2019



2.1.1. Epidemiologia

De acuerdo al ultimo reporte obtenido del GBD (Global Burden Diseases por sus siglas en
inglés o Carga Global de Enfermedades) por Fitzmaurice y Global Burden of Disease Cancer
Collaboration (2018), en el 2016 hubo 8.9 millones de muertes por cancer, en total, y 17.2 millones
de nuevos casos. Con esto también se determin6 que las probabilidades de desarrollar cancer en
un rango de edad de 0-79 afios podria ser sexo dependiente, ya que 33 de cada 100 hombres
presentaban algun tipo de cancer, mientras que hubo 20 casos por cada 100 mujeres.

En hombres, los tres tipos de cancer mas mortales hasta el 2016 son los de traquea,
bronquios y pulmones (TBL, por sus siglas en inglés), higado y estbmago; mientras que, en mujeres
fueron el de mama, colorrectal y de piel no mesotelioma. En conjunto los tipos de cancer con
mayores numeros de muerte fueron el de mama, TBL y colorrectal (Institute for Health Metrics and
Evaluation, 2018).

Tabla 1. Los tres primeros tipos de cancer mas frecuentes por grupos de edad. Informacién

tomada Fitzmaurice y Global Burden of Disease Cancer Collaboration, (2018).

0-19 afios 20-39 afos 40> afos

1ro Otros neoplasmas Otros neoplasmas Céancer de TBL

2do Céancer de cerebro y Cancer de cerebro y Cancer colorrectal
sistema nervioso sistema nervioso

3ro Leucemia linfocitica Linfoma tipo no Cancer de estbmago
aguda Hodgkin

En la tabla 1 podemos observar los tres tipos de cancer con mayores casos de acuerdo al
grupo de edad, mientras que en la tabla 2 se considera a la poblacién total de incidencia de cada

tipo de cancer. En la figura 3 observamos una grafica que nos muestra los casos nuevos y de muerte



de todos los tipos de cancer en la poblacién mundial de acuerdo a los datos publicados por

Fitzmaurice y Global Burden of Disease Cancer Collaboration (2018).

Tabla 2. Los 10 primeros tipos de cancer a nivel global en mortalidad y nuevos casos; asi
como la probabilidad de presentarlo en cada 100 personas. Generada a partir de Fitzmaurice.y
Global Burden of Disease Cancer Collaboration (2018).

Tipo de cancer Nuevos casos” Muertes™ Casos en hombres 'y
mujeres”
Tradquea, Bronquios 2 1.7 H: 5.56%
y Pulmones (TBL) M: 2.17%
Colon y recto 1.7 0.83 H: 3.85%
M: 2.44%
Mama 1.7 0.545 H: <1%
M: 16%
Piel no melanoma 15 0.053 H: 3.23%
M: 2%
Prostata 1.4 0.381 H: 6.25%
M:*
Estomago 1.2 0.834 H: 3.125%
M: 1.25%
Higado 1.0 0.829 H: 2.63%
M: 0.91%
Cervical 0.511 0.247 H:*
M: 1.33%
Leucemia 0.467 0.31 H: 0.85%
M: 0.515%
Linfoma de tipo no 0.461 0.24 H: 0.91%
Hodgkin M: 0.62%

“En millones de personas
"Porcentajes por cada cien personas
H: Hombres

M: Mujeres

*Debido a diferencias anatémicas/fisiolégicas es que no se reportaron casos.
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Figura 3. Grafico que muestra la incidencia mundial de todos los tipos de cancer. Informacién de acuerdo al reporte de Fitzmaurice y
Global Burden of Disease Cancer Collaboration, 2018. Los datos son en millones de personas.



2.1.2. El cancer en México

De acuerdo al programa de Institute for Health Metrics and Evaluation, 2018 de la GBD a
nivel nacional en 1990 la segunda causa de muerte en nuestro pais eran los neoplasmas bajando
al tercer puesto para el 2017, estando en primer lugar las enfermedades cardiovasculares y en
segundo la diabetes; aunque no quiere decir que se esté ganando la lucha contra el cancer, sino
que la diabetes esta superando el nimero de casos que genera con respecto al otro. En la figura 4
observamos los primeros tipos de cancer con mayor mortalidad en nuestro pais comparando al afio
de 1990 con el 2017. En la figura 5 observamos un mapa de calor donde se muestra por estado qué
tipo de cancer causa mayor mortalidad en sus habitantes, siendo el numero 1 la principal causa de

muerte y de esa manera hasta el 25.
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Figura 4. Grafica que muestra los primeros tipos de cancer en nuestro pais de acuerdo a la
mortalidad. La barra azul es el nimero de muertes reportadas en 1990 y la gris muestra las muertes
reportadas para el afio 2017. La linea azul marca el incremento de las muertes de cada tipo de
cancer, es decir indica que en 2017 hubo casi un 50 % mas de casos de cancer de vesicula con
respecto a 1990. El afio de 1990 se escogio debido que es el primer afio donde empiezan a hacerse

reportes y estimaciones epidemiolégicas en el GBD Institute for Health Metrics and Evaluation, 2018



Muertes, ambos sexos, todas las edades, 2017

Céncer de mama -

Cancer de prostata 4
Cancer de estomago 5
Cancer de pancreas &
Cancer hepatico 7
Cancer cervical g
Leucemia 9

Otros neoplasmas malignos -

Cancer de rifién -

Cancer de esofago
Mieloma

Cancer de laringe

Mesotelioma
Céncer de boca
Céncer uterino

Linfoma de Hodgkin

Figura 5. Mapa de calor que muestra los 25 tipos de cancer que afectan a nuestro pais y en qué posicion se encuentran en cada
estado con respecto a su tasa de mortalidad. Obtenido y modificado a partir de datos del Institute for Health Metrics and Evaluation, 2018



2.1.3. Cancer en Querétaro

En nuestro estado desde 1990 hasta 2017 los neoplasmas se han mantenido como la tercera
causa de muerte, siendo en 1990 la primera causa de muerte las enfermedades cardiovasculares
manteniéndose asi hasta el dia de hoy. En segundo lugar, de causas de muerte estaban las
enfermedades neonatales siendo desplazadas por la diabetes al afio de 2017 de acuerdo a Institute
for Health Metrics and Evaluation (2018). En la figura 6 podemos observar cuéles son la clase de

cancer mas frecuentes en el estado de Querétaro.
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Figura 6. Gréfica que muestra los primeros tipos de cancer en el estado de Querétaro de
acuerdo-ala mortalidad. La barra azul es el nUmero de muertes reportadas en 1990 y la gris muestra
las muertes reportadas para el afio 2017. La linea azul marca el incremento de las muertes de cada
tipo de cancer, es decir indica que en 2017 hubo casi un 100 % mas de casos de leucemia con
respecto a 1990. El afio de 1990 se escogid debido que es el primer afio donde empiezan a hacerse

reportes y estimaciones epidemiolégicas en el GBD Institute for Health Metrics and Evaluation, 2018

Se debe tomar en cuenta que los datos presentados no son totales debido al fenémeno del

iceberg epidemioldgico (Last, 2013) el cual explica la idea de que estos datos son simplemente los
10



gue se pueden observar por los epidemidlogos, dandose por ignorados todos aquellos que no son
detectados a tiempo, no son diagnosticados, no son reportados o simplemente son portadores, pero
jamas presentan la enfermedad. Lo cual implica un sesgo enorme en los datos ya que sélo
conocemos los datos reportados, pero puede haber una cantidad enorme de otros no reportados.
Se ha cuestionado el uso de este concepto (Last, 2013) debido a enfermedades de origen no
transmisible como es el cancer y como estas pueden ser detectadas mucho antes de su
manifestacion con el uso de nuevas tecnologias de las ciencias 6micas. Se debe tener en cuenta
gue los datos epidemiolégicos no llegan a ser totales porque muchas veces estos llegan a ser
estimaciones basadas en lo observable y mediante modelos matematicos para poder prevenir o

fomentar una cultura de la prevencién en la poblacion (Rothman, 2012; Rothman et al., 2008).
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2.2. Cancer de colon

El colon es uno de los tejidos mas grandes del cuerpo, compuesto y dividido en cuatro
secciones el colon ascendente, transversal, descendente y sigmoideo este Ultimo unido al colon con
el recto (A.D.A.M American Accreditation Health Care Commission, 2019; Chaudhry y Peterson,
2019). Este tejido se encuentra recubierto por el epitelio intestinal el cual estd conformado por
enormes columnas llamadas vellosidades, cubiertas de células secretoras y enterocitos, estos
ultimos tienen sobre ellas unas microvellosidades que conforman la mucosa intestinal a su vez en
ellas se halla una zona con células madres llamada criptas (Ballena, 2015). Este epitelio tiene la
capacidad de regenerarse rapidamente ya que es una barrera de proteccion importante del cuerpo.
La rapida regeneracion de este tejido es debida a la accidn de las células madres LGR5" intestinales
de la cripta; estas células se encargan de la generacién de los dos tipos celulares importantes para
este epitelio, las células secretoras y los enterocitos (Barker et al., 2007, 2008; Chaudhry y Peterson,
2019; La Vecchia y Sebastian, 2019; Sebio et al., 2014). En la figura 7 se puede observar un
esquema de la anatomia basica del colon. La importancia de las células madre en los carcinomas
radica en el hecho de contener el potencial de generar células de cualquier otro tejido, si los tumores
se propagan hasta las células madres pueden propagarse, o hacer metastasis y convertirse de
origen desconocido lo que hace mas agresivo al cancer por su dificultad de detectar el tumor primario
cuando ha pasado este proceso. Para detectar el origen de los canceres que ya han hecho
metastasis, en las terapias contra el cancer se buscan diferentes marcadores especificos de células,

para detectarlas (Cortinas, 2011).
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:',‘\‘v Colon transverso

Colon
ascendente

Figura 7. Anatomia béasica del colony el epitelio intestinal. Imdgenes adaptadas y tomadas
de A.D.A.M American Accreditation Health. Care Commission (2019); Ballena blanca (2015).

El cancer colorrectal o CRC es el tercer tipo de carcinogénesis en hombres y el segundo en
mujeres, a nivel mundial ocupa el tercer puesto en la poblacion general (Colussi et al., 2013). En
nuestro pais ocupa el segundo puesto de casos de cancer mas mortales, mientras que en nuestro
estado se posiciona como el primero, siendo esto contrastante ya que como se observa en la tabla
4 en 1990 paso de ser el décimo mas mortal al 2017 ser el primero (Institute for Health Metrics and
Evaluation, 2018). En la figura 8 podemos ver como han aumentado los casos con respecto al
tiempo en el estado asi como en la figura 9 se puede observar por edad donde es importante resaltar
gue los casos son nulos en menores de 30 afios, mientras que a partir de los 50 afios estos

comienzan a aumentar, observandose un pico maximo de casos a los 80 afios.
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Figura 8. Numero de muertes por afio reportadas en el estado de Querétaro por cancer
colorrectal. Las barras de error representan las estimaciones epidemiolégicas de los casos no
observables o reportados en centros de 'salud sobre este padecimiento. Imagen obtenida y

modificada a partir de la generada por Institute for Health Metrics and Evaluation, 2018
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Figura 9. Numero de muertes por edad reportadas en el estado de Querétaro por cancer
colorrectal. Las barras de error representan las estimaciones epidemiol6gicas de los casos no
observables o reportados en centros de salud sobre este padecimiento. Imagen obtenida y

modificada a partir de la generada por Institute for Health Metrics and Evaluation, 2018.

Se han encontrado diversos factores inductores para la iniciacion del cancer de colon, tales
como la dieta (baja en fibra'y alta en grasas), estilo de vida (sedentarismo y poco ejercicio),
predisposicion genética (mutaciones y perfiles epigenéticos), asi como con enfermedades de alta
exposicion como son la colitis de Crohn y la colitis ulcerativa. Los mayores factores asociados a esta
carcinogénesis son fumar tabaco, abuso del alcohol, el tipo de dieta y la obesidad (GBD Risk Factors
Collaborators, 2016; Marchand et al., 1997.; Siegel et al., 2018; Xie y ltzkowitz, 2008), asi como
recientemente se ha visto que la edad es fundamental, ya que al dia de la fecha no se han reportado
casos en menores de 14 afos de acuerdo a los datos mas actuales de la GBD, ver figura 9 (Institute
for Health Metrics and Evaluation, 2018). Algunos factores preventivos que se han propuesto son la
actividad fisica, dieta alta en fibra (Ghafari et al.,2016.; Shaw et al., 2018; Slattery, 2004) ademas
algo que se not6 en la revision hecha por Gerner, Bruckheimer, y Cohen, (2018) se detallan varios
estudios de la funcién de los antiinflamatorios no esteroideos como factores de inhibicion de la
proliferacién o crecimiento celular al atacar componentes del metabolismo de las poliaminas en

células especificas del colon, las cuales tienen un papel importante para el desarrollo celular.
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2.3. Comunicacion celular y vias de sefalizacion

Las células se encuentran en constante comunicacién con lo que sucede en su entorno. Para
poder detectar como se encuentra el entorno en el que se desenvuelve estas contienen en su
membrana, receptores que detectan sefiales externas a ella (Cortinas, 2011). Existen distintos tipos
de comunicacion celular. El tipo autocrina es de interés en el cancer ya que es un tipo de
comunicacion que la misma célula genera, es decir la célula emite sefales para si misma. El tipo
paracrina es cuando otra célula del mismo tejido manda una sefial a sus vecinas. El tipo endocrina
es cuando una célula de un tejido lejano manda una sefial a otro tipo de célula. El tipo yuxtacrina o
contacto célula a célula es un tipo de comunicacion donde ambas células estan en alto contacto
mediante receptores, si estos receptores no se encuentran la comunicacion no tiene lugar. El tipo
nerviosa es la que se da entre neuronas en las conexiones sinapticas (Albert et al., 2010; Berridge,
2014a; Cortinas, 2011; Coleman, 2017). En la figura 10 podemos observar los tipos de comunicacion

gue existen.

Para la biologia del cancer es importante tener-en cuenta los tipos de comunicacion que
pueden ocurrir en la célula ya que muchas células que se vuelven cancerigenas empiezan a dejar
de percibir las sefiales de sus circundantes que envian sefiales de paro o de muerte; pero en etapas
mas avanzadas las mismas células cancerigenas pueden propiciar a que otras adopten este estado
por medio de los mecanismos de comunicacion ya explicados (Hesketh, 2013; La Vecchia y
Sebastian, 2019; Lee et al., 2017; Weinberg, 2014)
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Figura 10. Tipos de comunicacion celular. Tomado y adaptado de Albert et al (2010);
Cortinas (2011).

Una via de sefializacion es determinada como una serie de interacciones altamente
dependientes entre si para que la célula pueda generar un proceso en respuesta a un estimulo.
Estas interacciones entre distintas moléculas como proteinas, genes, factores de transcripcién, etc.
(Sebio etal.,
célula tiene una molécula receptora en la membrana plasmatica la cual es capaz de detectar una

2014; van Neerven y Vermeulen, 2019). Como se puede observar en la figura 11, la

molécula externa; al detectarla esta transduce la sefal corriente abajo a proteinas que comunican
la informacion a otras para activar o inactivar procesos que la célula requiera para llevar a cabo lo
gue la sefial extracelular estd comunicando (Cortinas, 2011; Hesketh, 2013). Un ejemplo claro de
esto es cuando la célula recibe moléculas promotoras del crecimiento celular, como las CDK. Este
tipo de moléculas regulan el crecimiento celular y en su ausencia la célula se mantiene en un periodo
metabdlicamente activo; sin embargo, al detectarse dichas moléculas el metabolismo cambia de
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modo que ahora los procesos favorecidos son los de la replicacién del ADN (Berridge, 2014;
Cortinas, 2011; Hesketh, 2013; Weinberg, 2014). En el caso del cancer de colon existe una via de
sefalizacién que se asocia directamente a este ya que mutaciones en alguno de sus componentes
conllevan al desarrollo de esta carcinogénesis.
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Figura 11. Esquema de interaccion de proteinas para modular el comportamiento celular.

Figura tomada de Cortinas, 2011.

La via de sefalizacion WNT/B-catenina es la mas importante en la regulacién de la
homeostasis y epitelio intestinal ya que regula directamente a las células madres de este tejido. En
el 90% de los casos de cancer de colon algun componente de esta via de sefializacién contiene
algun tipo de mutacion en especial sobre las proteinas APC y B-catenina, por lo que su analisis a
nivel membrana, citoplasma y nlcleo es importante, ya que WNT es un sefializador importante a

nivel membrana, APC a nivel citoplasma y B-catenina a nivel citoplasma-nucleo. Esta via es
18



completamente dependiente de la concentracion de B-catenina por lo que muchos mecanismos se
concentran en secuestrar a este el cual es el principal desregulador; como se mencioné
anteriormente al ser una via importante para la generacién de nuevas células del epitelio intestinal,
el cancer de colon y sus tumores han podido generar resistencia a quimioterapia y radioterapia al
alojarse en las células madres del epitelio intestinal el cual se haya alojado en las criptas del intestino
(Sebio et al., 2014).

Via de WNT
inactiva
- Células diferenciadas
| Inactivacién ~ Zona de diferenciacion
Via de WNT : BMP + APC
N ,
l .
BB viadewnt EGH N Colutes madre Zona de
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”‘ N ‘(?\9 ‘ AntiBMP + BCL2

Figura 12. Zonas de-la cripta intestinal y regulacién. Imagen adaptada de Chandrasinghe,
2018

En la figura 12 se observa un esquema de la cripta intestinal y como se encuentra la via de
sefalizacion WNT en esta. La importancia de este tejido recae principalmente en el comportamiento
que tiene en las criptas. La zona de proliferacion contiene principalmente células madre y células de
Paneth. Las células madre se encargan de mantener e ir regenerando las células de la mucosa al ir
recambiando las células de la misma, proceso que dura entre 3y 6 dias (Krausova y Korinek, 2014;
Sanabria et al., 2012). Las células de Paneth, por otro lado, tienen un rol muy importante en la
proteccion inmunolégica de esta zona contra agentes bacterianos, asi como el reconocimiento de la
microbiota; se encarga de segregar distintas enzimas de proteccion a su vez (Ganz, 2000). En esta
zona hay dominancia de parte de sefiales anti apoptosis por parte de BCL2; ademas de que hay una

activacion de WNT por parte de moléculas antagonistas de BMP; esta combinacion de factores
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permite la proliferacion y el recambio celular (Brazil et al., 2015; Chandrasinghe, 2018; Danial, 2004).
Por otro lado, en la zona de diferenciacion la via de sefializacion de WNT comienza a ser inactivada
antes de que las células estén completamente diferenciadas para ello empieza a haber un aumento
de sefales antiproliferativas por parte de APC y BMP. EIl conocer el comportamiento de las criptas
es importante ya que se conoce como de una forma generalizada la via WNT es regulada, ya que,
se asocian a estas tres tipos de vias principales de carcinogénesis asociada a alguna de las
proteinas que le conforman: la via supresora, mutada y aserrada (Hirata et al., 2019; Sanabria et al.,

2012; Sebio et al., 2014; Teeuwssen y Fodde, 2019).
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2.4. Contexto bioinformatico

Una red en bioinformatica, es una herramienta que permite tomar en cuenta interacciones
complejas de un sistema, en este caso, biolégico. Una red esta representada por nodos y aristas los
cuales representan una funcién biolégica y varias interacciones respectivamente (Raval y Ray,
2013). En este problema se busca entender bajo la siguiente pregunta de investigacion ¢,qué tan
robusto es WNT en la via de sefalizacion WNT/B-catenina? Para llevar a cabo la respuesta a este

problema es necesario saber qué o cdmo es una via de sefializacion bajo el contexto de redes.

Las vias de sefalizacion bajo este contexto representan complejos.de nodos altamente
interconectados los cuales regulan multiples funciones dependiendo de las-condiciones que se le
otorguen (Eungdamrong y lyengar, 2004). Cuando se comenz6 a hacer el estudio de estas, dada su
excesiva complejidad, se simplificaba de una manera lineal, es decir, s6lo se observaba un proceso
(Weng et al., 1999). Sin embargo, la célula no es un ente simplificado lineal (Jordan et al., 2000). Un
ejemplo de ello se halla en una via metabdlica; donde la célula recibira un estimulo del entorno al
cual se llama linea de entrada o input que a través de varias interacciones otorgara un producto o
funcion al cual llamar linea de salida u output. Se debe tener en cuenta que cuando se genera una
linea de entrada lo que hay entre ella y la de salida es todo un complejo de interacciones que en
cuestion de células puede ser enzimatico, a nivel genético, de RNA, metabolito, transduccién de
sefiales o factores de transcripcion que llevan a cabo toda interaccion para dar una o varias
respuestas (Gongalves et al., 2013). Por la gran complejidad de sefiales involucradas entre el input
y el output, han surgido analisis computacionales y generado una necesidad para comprender toda
esta gama de interacciones.-en.un contexto celular. A partir del analisis computacional se puede
entender y obtener tres aspectos fundamentales: como funciona una red de sefalizaciéon cuando
estan presentes otras, poder estimar parametros no accesibles experimentalmente e identificar los

nodos o aspectos importantes en una red (Eungdamrong y lyengar, 2004).

2.4.1. Laredes Booleanas.

Las redes booleanas son uno de los modelos dindmicos mas sencillos que existen, las cuales
se comenzaron a usar en 1969 por Stuart Kauffman para describir redes regulatorias de genes,
desde entonces su uso en biologia ha cobrado interés (Kauffman, 1969; Schwab et al., 2020). En
las redes de este tipo se establece que todos los componentes biol6gicos son descritos en términos
de valores binarios, (1 y 0, verdadero o falso, negativo o positivo, activador o inhibidor), esto es de

gran ayuda a la hora de generar modelos con muchos componentes ya que nos permite observar el
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dinamismo en términos de soélo dos posibles valores y los atractores que se generan a partir de esos
(Kauffman, 1969; Schwab et al., 2020; Thomas, 1973).

Este tipo de redes contiene un conjunto de variables donde cada una representa a un
componente del sistema modelado. A cada una de estas variables se le otorga un valor binario que
describe su estado actual en el sistema de estudio, como los que anteriormente se mencionaron,
estos valores ayudan a describir de manera cualitativa el sistema de estudio (Albert et al., 2008;
Schwab et al., 2020). Las redes booleanas se consideran como un grafico de tipo ‘dirigido en el
sentido que cada componente de esta red es representado por un nodo y las aristas.que hay entre
estos nodos representan una funcién regulatoria que efectian sobre un nodo a otro. Estas
interacciones son representadas como funciones booleanas y con estas funciones son determinados
los valores de cada variable para obtener el estado de una red con respecto a un determinado
tiempo, es decir de acuerdo a las funciones booleanas uno puede determinar cual seréa el valor de
un nodo, 1 o 0 (Schwab et al., 2020). De acuerdo a cada una de estas funciones o ecuaciones
booleanas se valora como se comporta un componente con respecto a un tiempo determinado, es
decir se puede saber bajo qué condiciones un estado 1 pasa al estado 0 (Albert et al., 2008; Schwab
et al., 2020), esto se puede observar mejor en la figura 13 donde podemos ver una red de estados

de transicion de tres componentes.

En las redes de transicion de estados se pueden observar a que estados o estado es atraido
la combinacién de los componentes de la red, es decir las variables, también se observa otro de los
principios basicos de redes booleanas donde se establece que el nimero de estados se rige bajo la
ecuacion 2" donde 2 representa la dicotomia de los estados de un nodo (1 o 0, activo o inactivo) y
n es el nimero de variables 0 nodos (Albert et al., 2008). En el ejemplo de la figura 13 que consiste
de tres variables se observa aplicado el anterior principio donde se reemplaza en n, 23=8, dénde el
resultado obtenido es justo el nimero de estados posibles para estos tres componentes. Es de
importancia entender este principio ya que justo por este es que hoy en dia se tienen muchas
limitaciones a la hora de hacer andlisis ya que conforme mas variables n se tengan mas poder de
cOmputo es necesario para el andlisis (Albert y Thakar, 2014; Schwab et al., 2020), por eso en
muchos casos se ve necesario el hacer una reduccion de la red de modo que se pueda seguir
estudiando el mismo sistema solamente obviando algunos estados que no perturben a la red de

modo que los resultados sean los mismos aun evadiendo esas variables.
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Figura 13. Red de transicion de estados y red booleana. Figura tomada y elaborada a partir
de Schwab et al., (2020).

En la figura 13 observamos el ejemplo de una red de transicién con tres estados, los cuales
se pueden observar en la red booleana correspondiente en el inciso b. Esta red es de importancia
para entender otro de los conceptos importantes-para interpretar los resultados de una red booleana,
el concepto de atractor. En la figura 13 inciso a, se observan las diferentes combinaciones posibles
de tres variables, en uno de los nodos se le ha asignado a las tres variables el valor 000, lo que en
esta red de atracciobn se observa es que si las tres variables se hayan en el estado 000 la
probabilidad que en ese estado uno de los componentes se vuelva 1 de acuerdo a las funciones
booleanas del sistema es nula, ya que se observa que solamente puede volver a ser 000, por eso
una flecha curveada indica que de un estado donde todos son 0, no existe probabilidad alguna de
que cambie. Por otro lado, observamos el nodo donde todos son 111, este indica que al tener este
estado inicial su siguiente estado mas probable es donde uno de los componentes se vuelve 0 es
decir el 101, lo mismo ocurre con 110, dénde nos dice que de acuerdo a las funciones booleanas el
siguiente estado mas probable es el 011, y el siguiente sea 101. De este Ultimo valor se observa que
pasan a un estado donde so6lo uno de los elementos puede ser 1, y se observa que esto pasa con
los tres elementos y se vuelve a repetir el estado inicial es decir entra en una ciclicidad. El concepto
de atractor esta relacionado a esto, donde un atractor es aquel estado de la probabilidad de los
nodos que se repite, en este caso, vemos que 100, 001 y 010 son atractores porque los estados se
repiten entre ellos o vuelven al punto de inicio para continuar solamente en esos estados probables
que en este caso es que solo uno de los elementos puede ser 1, a este tipo de atractores se les

conoce como atractores ciclicos. Mientras que por otro lado a 000 que también es un atractor el cual
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dice que sitodos estan en 0 ninguno se vuelve 1, es decir siempre se mantendran en el estado inicial
de acuerdo a las funciones booleanas (Albert et al., 2008; Electronics Tutorials, 2020; Levitz y Levitz,
1981; Schwab et al., 2020). Las funciones booleanas también son conocidas como reglas booleanas,

las cuales se construyen a partir del algebra booleana y su légica.

2.4.2. Logicay algebra Booleana

Las reglas booleanas siguen una estructura légica por medio de operadores unitarios y
binarios de la légica estandar o booleana. Entre estos operadores se encuentran el NO, Y, O

siguiendo el mismo principio que las tablas de verdad (Levitz y Levitz, 1981).

Tabla 3. Tablas de verdad. Se presentan los principales tipos de operadores légicos los
cuales contienen a la negacion es decir que contradicen a un argumento mientras que la conjuncion
y disyuncién los resultados dependen de los valores de verdad-de dos proposiciones. Basado en
Levitz y Levitz, 1981.

Argumentos Negacion Conjuncién Disyuncion Resultado
\Y% NO V F

F NO F \%

\% V VYV VOV V V
\% F VYF VOF F V
F V FYV FOV F V
F F FYF FOF F F

En la tabla 3 se puede observar un resumen de las reglas de las tablas de verdad y sus
distintos resultados dependiendo de las combinaciones que se den a los argumentos. Esto es la
base para escribir las reglas de un modelo booleano, que sera util por ejemplo para representar
activaciones o inactivaciones (Electronics Tutorials, 2020) La tabla 4 reescribe lo que se observa en

la-anterior tabla en términos de activaciones e inactivaciones y cémo se debe interpretar el resultado
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se elabora. A representa activacion e IN representa inactivacion. Basado en Levitz y Levitz, 1981y

Tabla 4. Tabla de verdad reescrita con los simbolos y I6gica de la red que en este documento

Electronics Tutorials, 2020.

Tipo de | Negacion Conjuncién Disyuncion Resultado
interaccion

A A IN

IN F'IN A

A A A&A AlA A A
A IN A &IN A|IN IN A
IN A IN& A IN|A IN

IN IN IN & IN IN | IN IN IN

Con este tipo de reglas se puede determinar el estado final de una variable ya que sirven
para construir las funciones o reglas booleanas. Como se observa en la tabla 4 los operadores
l6gicos cambian de ser palabras a simbolos donde NO se representa como !, O como |, finalmente

un Y con un &.

2.4.3. Complejidad en los sistemas biolégicos

Es importante entender otro término que hoy en dia ha cobrado interés: la complejidad. Una
definicion precisa de qué es la complejidad es imposible, pero este término surge inicialmente bajo
la idea de que se vive en una era conectada; donde todo por muy lejano que pueda parecer si se
analiza a fondo tendra una conexion cercana e incluso puede ser muy estrecha (Watts, 2004) es
justo esta premisa lo que lleva a la complejidad, pero ¢como definirla? Su raiz del latin viene de
complexus cuyo significado es enlazar; la definicién de la RAE define como algo que se compone
de elementos diversos (RAE, 2019). Su significado no es muy alejado de lo que se desea cuando
se habla de complejidad en sistema bioldgicos y redes; sélo que el término aplicado se refiere cémo
a partir de pasos sencillos podemos obtener comportamientos complicados y altamente
interconectadas sin perder de vista que es una simplificacién (Watts, 2004). Dada esta complejidad
aplicada a sistemas biologicos, en este caso a redes bioldgicas, se pueden obtener las llamadas

propiedades emergentes de una red.

2.4.4. Propiedades emergentes de las redes
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Las propiedades emergentes en redes; en un contexto enfocado en vias de sefializacion se
refieren a todas aquellas propiedades que los organismos contienen, ya que al estar en un ambiente
dinamico una sefal puede llevar a cabo muchos procesos al mismo tiempo por lo que terminan
interconectados e interfiriendo o potenciando otros (Jordan et al., 2000). Existen muchos ejemplos
sobre este tema, pero los de mayor interés han sido aguellos de comunicacién entre células. Cabe
destacar una pregunta que siempre debe hacerse al intentar de establecer un modelo tanto

7

bioinformatico como matematico “;,es necesario?” Tal y como se cita en Janes y Lauffenburger,
(2006) “Los modelos no deben ser vistos como un producto final sino como una herramienta para
comprender la biologia”, con esto es posible buscar algunas cosas para entender a los complejos
organismos, en el caso de redes de sefializacion se buscan varias cosas. ldentificar un mapa de
conexion y establecer modulos, los cuales seran dependientes del estado biologico y contexto
celular, ademas de que deben ir integradas todas las interacciones, tanto positivas como negativas.
El mddulo debe tener la capacidad de ser manipulado y corroborado experimentalmente, para con
ello obtener una simplificacion que nos otorgue informacién 'y nos permita generar hipétesis

(Eungdamrong y lyengar, 2004)

Una finalidad del modelado, en este caso, mediante redes es que sean simplificaciones (tiles,
debido a que proporcionan mucha informacion siguiendo el principio de la complejidad (Di Ventura
et al., 2006; Endy y Brent, 2001) y a su vez generar hipétesis de como se puede estar comportando
el modelo. Una de las finalidades al momento de hacer un modelo tanto matematico como
computacional es que estos puedan llevarse a una evaluacién experimental; en la recopilacién de
informacién para establecer el modelo se lleva el proceso de calibracion, es decir que el modelo
concuerde con lo que hasta la. fecha se ha demostrado experimentalmente. Debe tenerse en cuenta
gue constantemente se esta generando conocimiento, es decir, el modelo debe estarse adecuando
a las necesidades de esa constante, por lo que se pueden obtener resultados que no sigan al
modelo; aunque eso es deseable y hasta una buena prediccién, de la cual se pueden generar mas
hipotesis, pero una de las principales cosas a considerar es que un solo modelo no puede explicarlo
todo (Albeck et al., 2008; Janes y Lauffenburger, 2013; Lee y Wang, 2003; Williams y Smith, 2002).
El modelaje matematico y bioinformatico aplicado genera informacién tal como ocurrié en el
modelado matematico de Lee et al., (2017) donde comprobaron matematicamente vy
experimentalmente la validez de su modelo; a su vez obteniendo la informacién importante de que
WNT vy su interaccién con el entorno puede llevar a las células cancerigenas a un estado de
quiescencia, este estado es de consideracion ya que muchas células al estar justo en ese estado

pueden inducir a otras a ser cancerigenas.
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En el proceso de carcinogénesis por medio de WNT se relacionan muchas vias de
sefalizacién las cuales explicadas por si solas no dicen mucho, pero al relacionarse con la
sefalizacién de WNT se puede obtener una idea de cémo es que se puede comportar la via completa
de sefalizacién y encontrar estados de interés, que pueden llevar al descubrimiento de posibles
dianas terapéuticas. En este clase de resultados es donde entra el modelaje, si este esta bien
calibrado se puede ver algo que no es de facil observacion experimentalmente lo cual es como
afectando un componente posiblemente se afecten a otros varios y qué repercusiones se tiene
contra los procesos de la célula. Ya que en la célula no sélo est4 ocurriendo un proceso; sino que
hay una gran interconectividad y lo que sucede al estudiarse una sola via es que no se considera
qué es lo que pasa con otras tantas y sus respectivos componentes. Por lo cual el modelaje
bioinformatico permite encontrar esa relaciones y ver como con una determinada linea de entrada
podremos obtener diversas lineas de salida que con la experimentacion por si sola no se observan
facilmente (Sebio et al., 2014). Algunas de las vias de sefializacién que se han visto con una estrecha
relacion durante todas las fases del cancer de colon son las del efecto Warbug, MAPK, AMPK,
MTOR, p53, p21, p27, asi como diversos componentes extracelulares que podemos encontrar en la
dieta 0 competencia microbiana por nutrientes (Colussi-et al., 2013; Lee et al., 2017; Sebio et al.,
2014).

Con todo, con este analisis se busca determinar la robustez de WNT, es decir su importancia

en la via de sefalizacién. La robustez es una caracteristica que determina qué tan esencial es un

maodulo en la via de sefializacion para que esta se mantenga o se inhiba por completo el sistema.

Il. Hipotesis y objetivos

3.1. Hipétesis

La 'via de WNT mantiene una robustez ante ataques dirigidos que no perturban la

configuracion de la red de interacciones biolégicas.

3.2 Objetivo
A partir de la construccién de un modelo computacional sobre la red de sefializaciéon de WNT

y su relacion con otras durante el cancer de colon comprender las propiedades y componentes

principales durante este estadio de la célula y las vias de sefializacién implicadas.
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3.2.1. Objetivos especificos

e Calibrar y generar un modelo de red de sefializacion por medio de revision bibliogréfica.

e Generar reglas del sistema para realizar el andlisis computacional de activacion e

inactivacion de componentes de la red.

e Obtener atractores globales de la red, a partir de los cuales hacer las activaciones e

inactivaciones para decidir qué componentes se llevaran al analisis.

e Generar una red minima equivalente a partir de una mas compleja para permitir un

andlisis puntual de los destinos celulares.
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IV.  Materiales y métodos

4.1, Elaboracion del modelo

Se hizo una recoleccién de informacién procedente de la literatura sobre las vias de
sefializacion que interactuan con la de WNT/B-catenina en el cancer de colon. Esta recopilacion se
realizo excluyendo datos de lineas celulares, de modo que el modelo funcione no sélo con un tipo
de linea celular especifico. De este primer paso se generé una red inicial con la que se determind
qué redes de sefalizacion se analizarian para ver como sus componentes se relacionaban con la

de WNT o si contenian componentes compartidos.

Se generd una primera red donde se analizaron los componentes de las vias de sefalizacion
en bases de datos y articulos, las base de datos usadas fueron las de Cell Signaling Technology
(Cell Signaling Technology, Inc., 2020), eBioscience (Thermo Fisher Scientific, Inc., 2020) y
Reactome | Pathway browser (Fabregat et al., 2017). Al terminar el andlisis de cada una de las vias
y determinar qué componentes eran compartidos se elabor6 la primera propuesta de un modelo.
Este modelo se calibré buscando informacion de redes ya generadas o articulos experimentales

donde se pudiera corroborar la participacion de estos componentes.

Se descartaron y/o agregaron nuevos componentes al modelo inicial, con lo cual se hizo la
propuesta del modelo final. Esta propuesta se dibujé por medio del programa BioRender

(BioRender.com, 2020) para hacer su pertinente descripcion.

4.2. Generacidn de reglas del modelo, red y simulaciones

Para la generacion de las reglas se hizo una reduccion de la red esto debido a la presencia
de un total de 59 variables que de acuerdo a la regla de 2" era necesario analizar cerca de 6x10*’
estados a través de la computadora lo cual sobrepasaba el poder de computo del equipo. Al
representar un costo computacional muy alto, se procedié a hacer la reduccion de los nodos de la
red sin alterar su resultado final siguiendo la regla de reducciones que podemos observar en la figura
14.
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Figura 14. Representacion esquematica de eliminacibn de nodos. Circulos blancos

representan nodos activadores, .circulos negros representan nodos inhibidores, + interacciéon
activadora, - interaccion inhibidora, flechas activaciones, linea roja inactivacion, A representa una

funcion final activada, | una funcion final inactivada. Creada con BioRender (BioRender.com, 2020).

En la figura 14 se observa como se llevo a cabo la eliminacion de los nodos y respetando
sus interacciones, donde se observa que si hay dos activaciones el resultado final es una activacion,
mientras que si-hay una activacion y una inhibicion el resultado final es una inhibicién, mientras que

dos inactivaciones tienen como linea de salida una activacion.
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Figura 15. Red esquematica de eliminacién de nodos. Circulos blancos representan nodos
activadores, circulos negros representan nodos inhibidores, + interaccién activadora, - interaccién
inhibidora, flechas activaciones, flecha-azul'nueva ruta tras la eliminacion. linea roja inactivacion, A
representa una funcion final activada, | una funcién final inactivada. Creada con BioRender
(BioRender.com, 2020).

En la figura-15 se observa un ejemplo aplicado en redes donde se aplican las reglas vistas
en lafigura 14. Se observa que dos activadores deben mantener el resultado final, es decir no alteran
al nodo final, las flechas azules representan las nuevas rutas tras la eliminacion los nodos directos.
Como sepuede ver de acuerdo a lo visto en la figura 14 de esta manera no se altera el resultado
final de la red en este caso al nodo inactivado. Este tipo de eliminaciones se llevaron a cabo para

generar las reglas del modelo.

Se generaron reglas del modelo por medio de algebra booleana con su respectiva bibliografia
gue corrobora la interaccion. Este tipo de reglas se usaron para hacer los analisis pertinentes en el
lenguaje de programacion R (R core Team, 2020.) con la interfaz RStudio (RStudio Team, 2016). La

representacion visual de la red se analiz6 con CyToscape (Shannon et al., 2003).
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Las reglas de activacion e inhibicion de los elementos de la via se representan en un archivo
de texto plano el cual se denominé “Reglas_Red.txt”. Se generaron las instrucciones para leer e
importar este texto a un objeto de R como un tipo de archivo “. SBML”. Para llevar a cabo los analisis
se uso el paquete BoolNet (Mussel et al., 2010). Con la instruccién 1 se pudo importar el texto plano

a R de modo que pudiera detectarlo como las funciones de una red booleana.

#Cargar las reglas de la red en R y convertirlo en un objeto dentro del mismo programa.
library(BoolNet)
Red<-loadNetwork("Reglas_Red.txt")

Instruccién 1. Cargar las reglas de la red en R y convertirlo en un objeto del tipo BoolNet.

Con este paquete se comenzaron a hacer andlisis de la red con las reglas propuestas, asi
como se genero una primera imagen de la red. A partir de esta representacion se pudo obtener los
atractores del modelo los cuales son importantes para posteriores analisis. Finalmente, para poder
usar la red generada en CyToscape (Shannon et al., 2003) se guardé como un objeto de tipo SBML
el cual se denominé “Red1.SBML”". Este paso permitid visualizar la red de R en CyToscape para
poder mejorar tanto visualmente y analiticamente la red. Estos cambios de formato se realizaron de

acuerdo a la instruccién 2.

plotNetworkWiring(Red)
Atractores<-getAttractors(Red)
plotAttractors(Atractores)
toSBML(Red, "Red1.SBML")

Instruccidn 2. Generacién de una red basica y comandos para obtencidn de atractores.

La red generada omitia datos importantes para continuar el andlisis, tales son el grado de
conectividad (degree), agrupaciones (cllster) asi como dar una mejor apariencia a la red. Para
resaltar los datos anteriores se usaron dos paqueterias RCy3 (Ono et al., 2015) el cual permite
trabajar en R o RStudio y CyToscape; asi como el paquete Igraph (Csardi y Nepusz, 2006) el cual
permite hacer andlisis de grafos y analisis mas complejos de redes que BoolNet no permite. Este
tipo de andlisis son del tipo estructurales de la red los cuales se pueden observar en la figura 16, en
esta figura se observan los componentes estructurales de una red que se espera para poder hacer
un mejor andlisis de esta. Para representar en la red algunos de los componentes que se observan
en la figura 16 se uso6 la metodologia descrita en Ognyanova, (2019) en la red que se propone en el

presente trabajo.
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Figura 16. Componentes estructurales de una red. En A) Observamos que en la red se
pueden resaltar los factores claves y sus relaciones con otros nodos. En B) se ve.como en una red
se puede resaltar que tan fuerte es la interaccién con otro elemento, es decir quetan dependiente
son el uno del otro. En C) se observan las propiedades estructurales. En D) Muestra que en la red
se puede observar como los nodos tienen permanencia a un grupo o qué.tanto se relacionan entre
ellos. En E) se muestra que podemos observar la posicion de los nodos en la red. En F) se muestra
como en la red podemos encontrar a las comunidades a las cuales pertenecen los nodos de este
modo se puede saber quiénes se comunican mas con quién. En G) se observa que en redes se
puede también observar el patrén de difusion es decir que elemento interactda con cual o cuales.
En H) se marca que en redes se puede observar también la evolucion de la red, es decir como se
va interaccionando cada nodo con otro. En I) se muestra el ejemplo de cdmo podemos observar el
grado de conectividad en la red que si se muestra mas grande es que hay mayor grado, si es mas
pequefio no hay tanta. En J) podemos ver-algunos de los simbolismo que son utilizados en redes,

imagen tomada y adaptada de Ognyanova, K., 2019.

Para poder realizar los analisis anteriores se requiri6 cambiar el formato de la red debido a
gue la generada con CyToscape es un formato no compatible con la paqueteria a utilizar todo esto

se logré con la instruccion 3.

#Hacer las modificaciones pertinentes en CyToscape
library(igraph)

library(RCy3)

#Para visualizar lo que se hace en Ry CyToscape
cytoscapePing()

#Convertir la Red de CyToscape en un objeto de Igraph
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Red1A<-createlgraphFromNetwork("RedTesis")
Red1A

#Obtener el grado de conectividad de los nodos. Convertir el objeto deg en una tabla.
Importar tabla a como un documento de texto simple .txt que puede usarse para colocar
en Word

deg <- degree(Red1A, mode="all")

degtable<-as.table(deg)

write.table(degtable, file = "TablaDegree.txt")

Instruccién 3. Trabajar con CyToscape y obtencion de grado de conectividad.

La tabla de grado de conectividad permiti6 observar cuales.nodos estan altamente
conectados y cuales no, este tipo de métricas son Utiles para determinar quiénes son los nodos mas
relevantes en la conexiones de la red. Un componente importante de conocer también en redes es
la distribucién del grado de conectividad es decir obtener-la frecuencia maximas de un nodo en la
red total (Raval y Ray, 2013) el cual puede darnos una idea de cOmo esperamos que se comporte

la red. Para generar estas figuras se utilizaron las siguientes instruccion 4.

#Para crear un mapa de calor

Redm <- get.adjacency(Red1A, sparse=FALSE)

colnames(Redm) <- V(Red1A)$name

rownames(Redm) <- V(Red1A)$name

palf <- colorRampPalette(c("gold", "dark orange"))

heatmap(Redm, Rowv = NA, Colv = NA, col = palf(100), scale="none", margins=c(10,10) )

Instruccién 4. Crear un mapa de calor de grado de distribucion.

Este tipo de graficas dan mucha informacién sin embargo la visualizacion puede confundir la
interpretacion, por ello se utilizé la informacion por separado el paquete network (Butts, 2008) junto
con Igraph para visualizar determinada informacion en la red tales como el grado de conectividad,
asi como las agrupaciones de los nodos. Las agrupaciones nos permiten observar con qué

componentes determinado nodo esta mas relacionado en la red. Para obtener una red donde
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pudiéramos visualizar tanto el grado de conectividad como las agrupaciones se siguio la siguiente

Instruccién 5.

#Obtener clUster de conectividad

ClusterRed1<-cluster_spinglass(Red1A)
ClusterRed1

#0btener una tabla detallada de quiénes pertenecen a qué comunidades

membership(ClusterRed1)

#Observar una red con resalto de las comunidades#
plot(ClusterRed1, Red1A)

#Cambiar la configuracion de la red

library(network)
I<-layout_with_kk(Red1A)
plot(ClusterRed1, Red1A, layout=l)

#Reducir el tamafio de la flecha y resaltar los nodos por su grado de conectividad.
V(Red1A)$size <- deg*3

plot(Red1A, edge.color="orange", vertex.color="gray50", edge.arrow.size=.2,

vertex.label.color="black", layout=I)

#Combinando todos los métodos anteriores obtenemos una agrupacion con el tamafio

de los nodos de acuerdo al grado de conectividad

plot(ClusterRed1, Red1A, edge.color="orange", vertex.color="gray50",

edge.arrow.size=.2, vertex.label.color="black", layout=l)

#Para visualizar las comunidades coloreando sélo los nodos.
V(Red1A)$community <- ClusterRed1$membership

colrs <- adjustcolor( c("gray50", "tomato",

gold", "yellowgreen", "blue", "pink"), alpha=.6)
plot(Red1A, vertex.color=colrs[V(Red1A)$community], edge.arrow.size=.2,

vertex.label.color="black", layout=I)

Instruccién 5. Creacion de una red con los datos de grado de conectividad y agrupacion.

La red resultante nos permite visualizar de una manera més ordenada los datos. Tanto por

agrupacion, asi como por tamafio de acuerdo a su grado de conectividad.
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4.3. Activaciones e inhibidores

De acuerdo al atractor del modelo, el cual se denominé global, con la Instruccién 2 se activo
todos aquellos componentes que se encontraban inactivados en el global de modo que se
observaron si estos generaban cambios importantes en el atractor, que esto se traduce a un cambio
en la red. Tras hacer estas activaciones simples se hicieron dobles activaciones para observar si
habia algun efecto sinérgico so6lo con aquellos que generaron cambios importantes en el atractor
global. Esto mismo se hizo para una triple activacion y finalmente una activacion con todos los

elementos que generaban algun cambio. Para efectuar esto, se utilizé de base el Instruccién 6

RedCad<-fixGenes(Red, "CADERINA", 1)
#Para observar cdmo cambian los atractores ahora con la nueva condicion debemos
crear una nueva tabla de atractores de acuerdo a la red nueva que se genera con las
condiciones dada a las reglas booleanas.
plotAttractors(getAttractors(RedCad))
Instruccién 6. Instruccibn usada para generar las activaciones e inactivaciones de los

factores de la Red, en inactivacién se usa un0 en lugar de un 1.

La Instruccion fixGenes del paquete BoolNet es una herramienta que permitié hacer estas
simulaciones, ya que al colocar un 1 en un componente de un objeto en R, se forza una activacién
y lo mismo sucede al contrario si se coloca un 0, se fuerza a un componente a inactivarse lo cual

cambia por completo el atractor global en algunos casos.
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V. Resultados

5.1. Red primaria

Figura 17. Red de vias de _sefializacion implicadas en el proceso de carcinogénesis del colon,
basada en Colussi et al., 2013

Esta red primaria de la figura 17 se generd con la intencion de saber cudles vias de
sefalizacién debian analizarse a profundidad para generar el modelo que en la presente tesis se
plantea. Es-de importancia mencionar que este se tomé como un modelo general comenzando a
partir de-la via de WNT por lo que otros componentes que también se ven en el inicio del cancer de

colon como la Via de KRAS o de inestabilidad cromosdmica no son considerados a detalle.
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5.2. Modelo y descripcion
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Figura 18. Modelo propuesto para el objetivo de estudio de esta tesis. Leyenda de objetos
en el modelo verde con contorno mas oscuro: Familia de proteinas. Grises: receptores y proteinas

de membrana. Morados: enzimas. Amatrillos: fosfatasas. Rojos: factores supresores de tumores.
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Azules con contorno oscuro: factores de transcripcion. Rojo claro: cinasas. Azul turquesa: GTPasas.
Objetos de color cuadrados: andamiajes. Rectangulos punteados: complejos proteicos. Objetos

rosados: Moléculas quimicas modificadoras de proteinas.

El modelo de la figura 18 se generd tras el andlisis de la literatura y usando el programa
(BioRender.com, 2020) para dar una mejor visualizacion a esta. De esta forma se pudieron analizar
los destinos celulares de todos los componentes. En el siguiente apartado se describe a profundidad
la figura 18.

5.2.1. Descripcion del modelo

Las SFRP o proteinas secretadas relacionadas a Frizzled (por sus siglas en inglés) se ha
demostrado ser inhibidores extracelulares especificos de WNT ya sea uniéndose a este por medio
de un dominio rico en cisteinas (CRD) que es homdlogo al sitio receptor de Frizzled o formando
complejos directamente con los receptores Frizzled; en el cancer de colon se ha visto que SFRP1
es la que juega un papel crucial en el desarrollo de esta.carcinogénesis, también se ha observado
gue su sobreexpresion junto con SFRP5 y SFRP 2 disminuyen los niveles intracelulares de B-
catenina (Huang et al., 2014; Surana et al., 2014; Suzuki et al., 2004; Z. Wang et al., 2018). WNT
por otro lado es una familia de proteinas lipido modificadas y glicosiladas que son secretadas, las
cuales juegan un importante papel en la diferenciacién, proliferacion y desarrollo celular.
Activaciones anormales de esta proteina y su via de sefializacion se ha visto implicada en la
patogénesis del desarrollo de cancer de colon. WNT se une a Frizzled comenzando con él una
compleja cascada de sefializaciébn que involucra principalmente a un coactivador intracelular
transcripcional llamado B-catenina, el cual es capaz de translocar al nicleo y formar un complejo
promotor el cual induce la transcripcion positiva de WNT y su secrecion (Cadigan y Nusse, 1997;
Novellasdemunt et al., 2015; Sebio et al., 2014; Surana et al., 2014; Z. Wang et al., 2018).

La familia de proteinas Dickkopf (DKKs) son uno de los principales antagonistas en la via de
WNT los-cuales juegan papeles variados en la fisiologia humana y su comportamiento erroneo se
ha reportado en distintos tipos de cancer (Choi et al.,, 2012). Estas proteinas son secretadas
glicosiladas y se encuentran 5 proteinas en esta familia DKK1 a 4 y DKKII. Las DKKs tienen un rol
en interrumpir la interaccion de LRP5/6 y Frizzled; aunque no todas las proteinas de esta familia
son antagonistas a WNT, las Unicas que se ha reportado tener un efecto de esta magnitud son la
DKK 1, 2 y 4 (Choi et al., 2012; Fatima et al., 2014; Kasoha et al., 2015; Lustig y Behrens, 2003;
Shao et al., 2017; Wang et al., 2017).
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Las LGR son una familia de dominios ricos repetidos en leucina acoplados a una proteina G, en
el colon es comun encontrar alas LGR 4, 5y 6 las cuales son receptores de las RSpodins 0 RSPOs,
los cuales son agonistas de la via de sefalizacion de WNT; aunque, dependiendo del estado celular
este agonismo puede ser una regulacién benéfica para la célula (Clevers, 2006; Li et al., 2018;
Shimokawa et al., 2017; Veeman et al., 2003; Vogelstein y Kinzler, 2004; Wodarz y Nusse, 1998;
Zhou et al., 2017).

Frizzled y LRP (proteinas asociadas a lipoproteinas) al asociarse comienzan a reclutar dos
importantes proteinas de andamiaje AXIN y DVL lo que conlleva a la disociacion del complejo
destructor constituido por PP2A, AXIN, WTX, APC, CK1, GSK3p al suceder esto los niveles de B-
catenina comienzan a aumentar y esta misma se transloca al niicleo asociandose con determinados
promotores para favorecer la proliferacion y sobreexpresion de otros genes de interés. Tankyrasa
es de vital importancia ya que es un inhibidor potente de la proteina AXIN e incluso en algunos
ensayos clinicos se ha demostrado que su inhibicién permite revertir la via activa de WNT (Clevers,
2006; MacDonald et al., 2009; McCartney y Nathke, 2008; Novellasdemunt et al., 2015; Sansom et
al., 2004; Schatoff et al., 2017; Stamos y Weis, 2013). Caderina, a-cateninay B-catenina se sabia
que se encontraban en asociacion desde hace mucho; sin embargo no se sabia qué elemento se
encargaba de reclutar estos componentes asi como darles estabilidad cuando se detect6 que esta
funcién era llevada a cabo por el componente p120 que se encarga de estas funciones en las
proteinas de este tipo ademas de dar estabilidad y unién a los microtlibulos en las células; a estos
componentes se les denominé como complejo secuestrador ya que p120 recluta a B-catenina hacia
estos mdodulos y una vez asociados su estabilidad es tan alta que es dificil que se disocie a menos
gue se den perturbaciones de importancia en la estructura de la célula (Anastasiadis y Reynolds,
2000; Kourtidis et al.; 2013; Stamos y Weis, 2013).

STAT3 vy su via JAK-STAT se han determinado como un importante componente para la
proliferacion celular, el crecimiento tumoral y la supervivencia de las células ya que cuando se ha
blogueado a esta proteina en células cancerigenas estas comienzan a hacer apoptosis
probablemente debido a la incapacidad de interactuar con HIF1a que puede, en asociacion con
HIF1, translocarse al nucleo para poder fungir como factor transcripcional asi como promover el
efecto Warbug (Corvinus et al., 2005; L. Lin et al., 2011; Q. Lin et al., 2005). Se ha visto que HIF1a
es capaz de modular a WNT tras la mediacion de algunos factores de transcripcion cuando las

células entran en normoxia, para que este proceso se pueda llevar a cabo la mutacién de K-RAS
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gue activa a las cinasas activadas por mitdgenos RAF, ERK, MNK, es necesaria, asi como cierta
relacién con p53. Por otro lado, la activacion de NF-kf por medio de IKK y su posterior activacion
de TF para interactuar con HIF1a se ha reportado promover procesos de inflamacion en el tejido
coldnico lo cual llama a procesos de angiogénesis. A su vez por la activacién de K-RAS mutado en
este tipo de cancer se ve una activacién de ERK el cual se encuentra relacionado con procesos de
aumento de diferenciacién; sin embargo, este elemento se ha demostrado ser un componente
heterogéneo en cuanto a su comportamiento, lo cual ha llevado a proponer que ERK es dependiente
de algun factor intrinseco de la via de sefalizacion iniciada por K-RAS. p90RSK es un elemento
gue es activado por ERK y que regula las células del colon, LKB1 es fosforilado por ERK para que
pueda continuar con el proceso de su via de sefializacién que se ha descrito.como implicada en la
migracion e invasion celular por su interaccion con mTORL1 el cual es un_ importante promotor de
estos procesos celulares el cual se halla regulado por el represor AMPK e indirectamente por B-
CATENINA que a través de TSC2 inactiva a RHEB que es el activador de mTOR. mTOR2 regula a
AKT, pero normalmente mTOR1 y mTOR2 se regulan mutuamente, en este modelo se omitié esta
parte para explicar el como funciona AKT en este sistema. Al activarse AKT en este modelo se
promueve el crecimiento celular, la proliferacion y reduccién de apoptosis, normalmente AKT sélo
depende de sefiales extracelulares, pero pueden suceder hiper activaciones de este componente lo
cual conduce a que ya no requiera de sefales extracelulares para estar en funcionamiento
(Ashokkumar et al., 2018; Brandt et al., 2019; Cell Signaling Technology, Inc., 2020; Chandrasinghe,
2018; Corvinus et al., 2005; Danielsen et al., 2015; Hassanzadeh, 2011; Lee et al., 2017; Lin et al.,
2011; Lin et al., 2005; Lyou et al., 2018; MacDonald et al., 2009; Schatoff et al., 2017; Shaw et al.,
2018; Sun et al., 2016; Thermo Fisher Scientific, Inc., 2020; Wang y Zhang, 2014)

p27y p21 son miembros de la familia CIP/KIP inhibidores de Cdk debido a un dominio en el N-
terminal conservado entre ellos, son capaces de inhibir una gran cantidad de complejos ciclina/Cdk.
p27 en especifico responde a sefales extracelulares e intrinsecas lo cual provoca el blogueo del
ciclo celular; también se ha visto que puede regular la migracién celular, diferenciacién, asi como
procesos apoptoticos; aunque en células quiescentes se ha detectado altos niveles de esta proteina.
En-muchos tipos de tumores esta proteina se ve reducida en niveles plasmaticos, por lo cual
sugieren que es un antagonista en las células impidiendo principalmente procesos metastasicos por
lo cual se propone como un supresor tumoral debido a distintos experimentos realizados en ratones
asi como su importancia en la regulacion del ciclo celular esta altamente relacionado con muchos
procesos celulares asi como activadores (Coqueret, 2003; Lebe et al., 2005; Lloyd et al., 1999;
McAllister et al., 2003; Morisaki et al., 1997; Nakayama y Nakayama, 1998; Philipp-Staheli et al.,
2004; Sherr y Roberts, 1999; Slingerland y Pagano, 2000). p53 es una de las proteinas que
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comunmente se hallan en los tumores en su forma mutada, habiendo una relaciéon “bajo nivel de
p27, altos niveles de p53 mutada.” Mientras que p21 es un factor transcripcional gue comunmente
es activado por p53; p21 tiene un rol similar al de p27 aumentando la supervivencia celular, la
reparacion de ADN, asi como arresto celular o quiescencia. p53 se ha demostrado que puede tener
dos destinos celulares dependiendo de las interacciones que haya, ya que puede ser capturado por
MDMZ2 vy llevarlo a degradacién, sufrir una doble fosforilacion y llevar a la célula a apoptosis por
control mitocondrial y BCL; y en el caso de la activacion de p21 se ha demostrado necesitar una
acetilacion y una fosforilacién para poder translocarse al ndcleo (Ashokkumar et al., 2018; Colussi
et al., 2013; Coqueret, 2003; lacopetta, 2003; Lebe et al., 2005; Mardi et al., 2017; Nakayama y
Oshima, 2018; Novellasdemunt et al., 2015; Philipp-Staheli et al., 2004; Roa et al., 2000; Thermo
Fisher Scientific, Inc., 2020; Vogelstein y Kinzler, 2004). PDK1 es una proteina relacionada con
estas proteinas debido a que promueve a las células cancerigenas a entrar en el estado de glicolisis
o efecto Warbug potenciando alin mas este proceso celular ademés de que esta y su homologo
PDK3 se ha visto que confieren resistencia a medicamentos cuando estd sobre expresada en

estadios tempranos del cancer (Emmanouilidi y Falasca, 2017; Liu y Yin, 2017; Lu et al., 2011).
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5.3. Primerared

En la figura 19 se observa una red simple generada en R, esta red no indica métricas de
importancia para los andlisis que se plantean realizar en la tesis, por lo que esta red solo sirve
como guia inicial de la red, sin embargo, por si sola no es facil interpretarla. Esta red se ha
generado tras una primera reduccion de acuerdo a la metodologia. La funciones o reglas de esta

red se pueden observar a detalle en la tabla 5.

Figura 19. Primera red generada. Esta red es generada por defecto en R con el paquete
BoolNet sin embargo no es detallada ademas de que no se detallan componentes estructurales de

la red.

En la figura 20, se acomodo la red de la figura 19 utilizando el programa CyToscape de modo
gue en esta nueva visualizacion se pueden facilmente observar que componentes activan a cuales,
y cuales inhiben, si bien esta figura representa una mejora visual a la anterior, sigue careciendo de
métricas en ella para sus posteriores analisis. Es importante resaltar que esta red ya se encuentra
reducida, sin embargo la figura 20 nos permite observar que otros elementos podrian eliminarse sin
que se vea afectada la arquitectura de la red.
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Figura-20. Esquema de la primera reduccion de la red; donde se eliminaron aquellos
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componentes lineales, es decir que s6lo mantenian una interaccion, pero no interaccionaban con
algun otro componente del modelo propuesto. Se mantuvieron las interacciones de modo que si
activacion por activacion es una activacion por su caso contrario una represion que reprimia a otro
represor es una activacion y si era una represion que reprimia a un activador el resultado daba una

represion.

44



5.4. Reglas

Tabla 5. Reglas del sistema que se basan en la primera reduccion del modelo. El sentido de la lectura es. “1” indica so6lo presencia.
“I” Indica una represion o NO. “&” Indica que ambos componentes deben estar en la regla de modo que funcione, y “|” indica que al
menos uno de los dos componentes debe estar presente para que el sistema funcione.

Proteina Regla Referencia

SFRP 1 Huang et al., 2014; Surana et al., 2014; Suzuki et al., 2004; Z. Wang
etal., 2018.

DKKs 1 Lustig y Behrens, 2003; Shao et al., 2017.

RSpondins 1 Zhou et al., 2017.

LGR 1 de Lau.et al., 2011; Zhou et al., 2017.

WNT ISFRP Cadigan y Nusse, 1997; Novellasdemunt et al., 2015; Sebio et al.,
2014; Wang et al., 2018.

Fzz (RSpondins & LGR) & !SFRP Surana et al., 2014; Z. Wang et al., 2018.

LRP WNT & |DKKs Lustig y Behrens, 2003; Shao et al., 2017.

FZZLRP Fzz & LRP Schatoff et al., 2017.

DVL FZZLRP Novellasdemunt et al., 2015; Schatoff et al., 2017

GSK3 IDVL & !AKT Cadigan y Nusse, 1997; Clevers, 2006; Krausova y Korinek, 2014;

CK1 ILRP Lustig y Behrens, 2003; MacDonald et al., 2009; McCartney y Nathke,

AXIN ITANKYRASA 2008; Novellasdemunt et al., 2015; Sansom et al., 2004; Sebio et al.,

Tankyrasa 1 2014; Stamos y Weis, 2013; van Neerven y Vermeulen, 2019;

APC IPOLIUB Veeman et al., 2003; Wodarz y Nusse, 1998.

PoliuB 1

PP2A 1

WTX 1

45



ComplejoD

Caderina
a-catenina
p120
ComplejoS
STAT3

TF

ERK

PI3K

AKT
HIFla
pP90RSK
LKB1
AMPK
mTOR1
mMTOR2
TSC2

p27

MDM2
p53

AC

GSK3 & CK1 & AXIN & APC & PP2A
& WTX

1

1

1

ACATENINA & P120 & CADERINA
1

1

1

1

PI3K | MTOR2 | PDK1

(ERK | TF | STAT3) & IMTOR1
ERK

ERK | P9ORSK

LKB1

AKT y (AMPK & TSC2)

1

IPOORSK | IBCATENINA

MTORL | AKT | PDK1

AKT
IMDM2 & (P & AC)
1
1

Anastasiadis y Reynolds, 2000; Kourtidis et al., 2013; Stamos y Weis,
2013.

Ashokkumar et al.,, 2018; Brandt et al., 2019; Cell Signaling
Technology, Inc., 2020; Chandrasinghe, 2018; Corvinus et al., 2005;
Danielsen et al., 2015; Hassanzadeh, 2011; Lee et al., 2017; Lin et
al., 2011; Lin et al., 2005; Lyou et al., 2018; MacDonald et al., 2009,
2009; Schatoff et al., 2017; Shaw et al., 2018; Sun et al., 2016;
Thermo Fisher Scientific, Inc., 2020; Wang y Zhang, 2014.

Coqueret, 2003; Lebe et al., 2005; Lloyd et al., 1999; McAllister et al.,
2003; Morisaki et al., 1997; Nakayama y Nakayama, 1998; Philipp-
Staheli et al., 2004; Sherr y Roberts, 1999; Slingerland y Pagano,
2000.

Ashokkumar et al., 2018; Colussi et al.,, 2013; Coqueret, 2003;
lacopetta, 2003; Lebe et al., 2005; Mardi et al., 2017; Nakayama y
Oshima, 2018; Novellasdemunt et al., 2015; Philipp-Staheli et al.,
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p21 (P53 & AKT) & P21 2004; Roa et al.,, 2000; Thermo Fisher Scientific, Inc., 2020;
Vogelstein y Kinzler, 2004.

PDK1 PROBCATENINA | HIF1a Emmanouilidi y Falasca, 2017; Liu y Yin, 2017; Lu et al., 2011.
PROBCATENINA BCATENINA Cadigan y Nusse, 1997; Novellasdemunt et al., 2015; Z. Wang et al.,
2018.
BCATENINA IGSK3 | ICKl1 | !COMPLEJOS Cadigan y Nusse, 1997; Clevers, 2006; Lustig y Behrens, 2003;
| \COMPLEJOD Novellasdemunt et al., 2015; Sebio et al., 2014; Wodarz y Nusse,
1998.

Esta tabla demuestra las reglas utilizadas para la generacion de las redes mediante el lenguaje booleano. Es importante resaltar
que la presencia de un 1 lo Unico que hace es indicar la presencia de ese componente en la red, esto es de importancia ya que si no se
indican todos los elementos las reglas no pueden funcionar en sus-posteriores andlisis. Las reglas estan escritas en términos de la
anotacion del lenguaje informatico que se utilizo.
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5.4.1. Grado de conectividad

En la tabla 6 se observa la tabla de grado de conectividad, esa métrica es importante debido a
que se puede observar que componentes son los que tienen mas conexiones con otros nodos, de
este modo podemos observar de manera preliminar cuales nodos pueden ser analizados de acuerdo

a su valor de conectividad.

Tabla 6. Tabla de grado de conectividad de los nodos de la red. Aqui la red se considera como
si no fuera dirigida, es decir, sélo se considera una linea de salida. Esta tabla nos muestra con
cuantos mas componentes una variable de la red se conecta es decir LKB1 tiene conexién con otros
tres componentes mientras que AC solo la tiene con una més. La linea de salida en redes dirigidas
es distinta, lo cual se podra observar en la figura 21.

Variable Grado de conectividad
1 LKB1 3
2 P21 4
3 PROBCATENINA 2
4 AC 1
5 P 1
6 P53 4
7 MDM2 2
8 P27 3
9 BCATENINA 6
10 TSC2 2
11  AMPK 2
12 P90ORSK 2
13 MTOR1 5
14 HIFla 5
15 PDK1 4
16 MTOR2 1
17 PI3K 1
18 ERK 3
19 TF 1
20 STAT3 1
21 P120 1
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22 ACATENINA
23 COMPLEJOS
24 CADERINA
25 WTX

26 PP2A

27 COMPLEJOD
28 APC

29 POLIUB

30 AXIN

31 TANKYRASA
32 CK1

33 AKT

34 GSK3

35 DVL

36 FZZLRP

37 LRP

38 DKKs

39 LGR

40 RSpondins
41 FzZZ

42 WNT

43 SFRP 2

En la figura 21 podemos observar la conectividad de los nodos por medio de un mapa de

N DN P R RN WOWN DN 0O WR NRNSNPR R R M~

calor el cual nos permite visualizar de otra manera con quienes se estan conectando los nodos.
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Figura 21. Mapa de calor que muestra el grado de conectividad. Se muestra cudles
elementos se conectan con-quién en naranja mas oscuro. Esta figura nos permite observar de

manera rapida qué nodos podrian ser de mayor importancia.

5.4.2. Distribuciéon de grado de conectividad

En la figura 22 se observa un histograma de la distribucién del grado de conectividad, el
resultado de esta grafica es importante debido a que dicta uno de los principios generales de las
redes booleanas, el cual indica que hay mas nodos que tienen una sola conexidén y disminuyen

conforme tengan mayor valor de conectividad.
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Figura 22. Histograma de distribucion de grado de conectividad. Este histograma nos
muestra el nimero de elementos a los que un nodo se encuentra conectado, la linea naranja muestra
una linea de potencia que es caracteristico en las redes booleanas, donde se estipula que pocos
nodos cuentan con un mayor grado de conectividad y la mayoria de sus nodos contienen solo una

interaccion.

5.4.3. Agrupaciones

En la figura 23 se observa el cambio gradual de la red para mejorar su visualizacion en ella de
las métricas que son de interés para el analisis. Todas estas modificaciones se ven reflejadas
finalmente en la figura 24. Donde se observa la red con distintos tamafios en los nodos, el tamafio
indica el grado de conectividad, y los colores indican la agrupacion de los nodos.
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Figura 23. Evolucién de arquitectura de la red. En esta figura observamos los cambios
realizados con la instruccién 5 donde generabamos los codigos para hacer que la red se organizara
por comunidad, cambiar el tamafio de las flechas, asi como cambiar el tamafio de los nodos en
funcion del grado de conectividad, esto con el fin de tener una red mejor organizada y permitiera

observar los datos mas importantes.
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Figura 24. Configuracion final de la red En esta figura observamos los cambios realizados
con la instruccion 5 dénde generabamos los cddigos para hacer que la red se organizara por
comunidad, cambiar el tamafio de las flechas, asi como cambiar el tamafio de los nodos en funcion
del grado de conectividad, esto con el fin de tener una red mejor organizada y permitiera observar

los datos méas importantes.

5.5. Simulacion de activaciones

5.5.1. . Atractor global del modelo de acuerdo a las reglas del modelo.

Tabla 7. Atractor global. Se muestra el atractor de acuerdo a las reglas establecidas en el
modelo. Este atractor se denomina como global ya que es el que obtenemos sin hacer
modificaciones a la red, simulacion de activaciones o inactivaciones. En azul y en 1 se representan

los nodos activados y en blancos y 0 se representan los nodos inactivados.

Proteina/Atractor Global
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P21

Tras dar una mejor visualizacion a la red, se obtuvo el atractor global el cual nos ayuda a

interpretar como el modelo se esta comportando, este atractor global se observa en la tabla 7.

5.5.2. Activaciones simples

Tabla 8. Simulacién de activacion de elementos individuales. Se muestra el cambio del atractor
global tras una simulacion de activacion de los componentes de la red original en cuyo atractor

denominado como global estos se encuentran inactivos.
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Figura 25. Gréfico de barras apiladas de activaciones simples. En este grafico podemos

observar que atractores se modifican con respecto al elemento que se activa. Se puede saber que

elemento perturba un elemento de acuerdo a la ausencia del color de este, es decir si WNT tiene

una linea en naranja quiere decir que s6lo cuando dicho elemento naranja este activo WNT estara

activo, lo mismo ocurre cuando esta ausente un color en algun atractor quiere decir que cuando

dicho elemento del color faltante esté activo ese componente de la red se inactiva; asi se puede

identificar quienes son los que se perturban mas y por la activacion de qué elementos.

Tras los analisis realizados mediante la obtencion del grado de conectividad y el atractor

global se realizaron simulaciones de activacion de elementos y se obtuvo el atractor de la condicion

lo cual se puede ver en la tabla 8 y en la figura 25 se puede ver de manera visual en qué momento

se llega a activar algun elemento de acuerdo al atractor y las reglas
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5.5.3. Activaciones dobles

Tabla 9. Simulacion de activacion de dos elementos. Se muestra el cambio del atractor global
tras una simulacion de activacion de los componentes en sinergia. Se seleccionaron  aquellos
gue alteraron mas al atractor global de la simulacién simple. Los elementos seleccionados fueron
Tres LRP, FZZLRP, MTORL1 lo cual al final se hizo una triple activacion para observar el

comportamiento de los atractores.
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Figura 26. Grafico de barras apiladas de activaciones dobles y total. En este grafico podemos
observar qué atractores se modifican con respecto a los elementos que se activan. Se puede saber
que elemento perturba un elemento de acuerdo a la ausencia del-color de este, es decir si LRP tiene
una linea en Naranja quiere decir que s6lo cuando dichos elemento en combinacién de color naranja
estan activos LRP estard activo, lo mismo ocurre cuando esta ausente un color en algun Atractor
quiere decir que cuando dichos elementos del color faltante esta activo ese componente de la red
se inactiva; asi se puede identificar quienes son los que se perturban mas y por la activacién de qué

elementos.

Tras la simulacién de activaciones simples se seleccionaron los elementos que causaron
mayor alteracion en los atractores y de acuerdo a esto se hicieron combinaciones de activaciones
para observar como cambiaban las atractores e interpretar esta informacion si era relevante o no

para la célula esto se puede observar tanto en la tabla 9 como en la figura 26.
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5.6. Simulacién de inactivaciones

5.6.1. Simulacién de inactivaciones simples
Las activaciones no presentaron mayores cambios en los atractores de la red, por lo que se procedid a hacer simulacién de
inactivaciones de igual manera seleccionando los nodos de acuerdo al andlisis del atractor global y el grado de conectividad. En la tabla

10y la figura 27 se puede observar los atractores de acuerdo al nodo activado.

Tabla 10. Simulacién de inactivaciones simples. Se muestra el cambio del atractor global tras una simulacién de inactivacion de los
componentes de la red original en cuyo atractor denominado como global estos se encuentran activos.
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Figura 27. Grafico de barras apiladas de inactivaciones simples. En este grafico podemos observar qué atractores se modifican
con respecto al elemento que se inactiva. Se puede saber que elemento perturba un elemento de acuerdo a la ausencia del color de este,
es decir si WNT tiene una linea en Naranja quiere decir que sélo cuando dicho elemento naranja este activo WNT estara activo, lo mismo
ocurre cuando esta ausente un color en algun Atractor quiere decir que cuando dicho elemento del color faltante esta activo ese
componente de la red se inactiva; asi se puede identificar quienes son los que se perturban mas y por la inactivacion de qué elementos.
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5.6.2. Simulacion de inactivaciones dobles
Para las inactivaciones dobles se seleccionaron los nodos que crearon mayores cambios en los atractores globales y se hicieron sus

respectivas combinaciones. En la tabla 11 y la figura 28 se encuentran representados los atractores de esta simulacion.

Tabla 11. Simulacién de inactivacién de dos elementos. Se muestra el cambio del atractor global tras una simulacién de inactivacion
de los componentes en sinergia. Se seleccionaron aquellos que alteraron mas al atractor global de la simulacién simple. Los elementos
seleccionados son SFRP; Tankyrasa; POLIUB; ERK; MDM2; AKT; LKB1; BCATENINA, para esta simulacién se hicieron todas las
posibles combinaciones entre 2 elementos y se omitieron las sinénimas es decir La inactivacién de SFRP + POLIUB es igual a la
inactivacion de POLIUB + SFRP.
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Figura 28. Gréfico de barras apiladas de inactivaciones dobles. En este grafico podemos observar qué atractores se modifican
con respecto a los elementos que se inactivan en conjunto. Se puede saber que elemento perturba un elemento de acuerdo a la ausencia
del color de este, es decir si WNT tiene una linea en Naranja quiere decir que s6lo cuando dichos elemento en combinacion de color
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naranja estan inactivos WNT estara activo, lo mismo ocurre cuando esta ausente un color en algun Atractor quiere decir que cuando
dichos elementos del color faltante esta activo ese componente de la red se inactiva; asi se puede identificar quienes son los que se

perturban mas y por la inactivacion de qué elementos.
5.6.3. Simulacién de inactivaciones triples, cuadruple y total.

En esta parte se pudieron hacer inactivaciones triples, cuadruples y mas debido a que los elementos inactivados generaban mayor
disrupcion a la red. Observamos en la tabla 12 y en la figura 29 la representacion visual de los atractores de estas simulaciones.

Tabla 12. Simulacién de inactivacién triple, cuadruple y total. Se muestra el cambio-del atractor global tras una simulacion de
inactivacion de los componentes en sinergia. Se seleccionaron aquellos que alteraron‘mas al atractor global de la doble simulaciéon
doble. Los elementos seleccionados fueron ERK; AKT; BCATENINA; LKB1; SFRP, se formularon todas las posibles combinaciones y
se omitieron las sinébnimas EN EL y todas las posibles derivadas. Lo mismo para la cuadruple inactivacion. Para la activacion total esto

no fue necesario.
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Figura 29 Grafico de barras apiladas de inactivaciones triples, cuadruples y totales. En este grafico podemos observar qué atractores se
modifican con respecto a los elementos que se inactivan en conjunto. Se puede saber que elemento perturba un elemento de acuerdo a
la ausencia del color de este, es decir si WNT tiene una linea en Naranja quiere decir que solo cuando dichos elemento en combinacion
de color naranja estan inactivos WNT estard activo, lo mismo ocurre cuando esta ausente un color en algun Atractor quiere decir que
cuando dichos elementos del color faltante esta activo ese componente de la red se inactiva; asi se puede identificar quienes son los que
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5.7. Red Minima

La red minima generada en este proyecto se pretende usar de manera que sirva de predictivo
analizando menos elementos, en la tabla 13 se puede observar las nuevas reglas y la l6gica detras
de esta, la légica se explica mediante la forma de eliminaciéon de nodos. En la figura 30 podemos

observar la representacion simple de la nueva red con las respectivas reglas para futuros analisis.

5.7.1. Nuevas reglas

Tabla 13. Tabla de nuevas reglas. Se muestran las reglas de la red minima propuesta y sulégica
booleana. Un 0 indica que es un elemento aislado y no genera cambios significativos en el atractor
por lo cual se puede omitir. Un 1 indica que el elemento se mantiene igual y con la misma regla a

como en un principio. Un — indica que ese elemento es un represor y un + indica que ese elemento

es un activador elementos entre () () indican una multiplicacion.

Nobo REGLA LOGICA DE LA NUEVA REGLA

SFRP 1 SFRP=1

LRP ISFRP DKKs = 0; (-SFRP) (+WNT) = -SFRP

FZZLRP ISFRP LGR=0; (-SFRP)(+WNT)= -
RSpondins=0 SFRP

GSK3 I AKT & | FZZLRP AKT =1 (FZZLRP)(-DVL) = -

FZZLRP

CK1 ILRP LRP=1

ComMPLEJOD CK1 & GSK3 PP2A = 0; WTX = 0; GSK3=1; CK1 =1,
(-0PoliUb)(+AXIN)=0;
(-OTANKYRASA)(+AXIN)=0

COMPLEJOS 1 P120=0; CADERINA=0;
ACATENINA=0; COMPLEJOS=1

BCATENINA I'(COMPLEJO D & COMPLEJOD= 1; COMPLEJOS=1

COMPLEJO S & CK1 CK1=1; GSK3=1.
& GSK3)

MTOR1 I BCATENINA (+BCATENINA)(-TSC2)=-BCATENINA

PDK1 B CATENINA & HIF1a | (+BCATENINA)(+ProBCATENINA)=
+BCATENINA; HIFla=1

p27 AKT | MTOR1 | PDK1 AKT=1; MTOR1=1; PDK1=1

ERK 1 ERK=1

HIF1A ERK & ! MTOR1 TF=0; STAT3=0 | ERK=1; MTOR=1

LKB1 ERK | P9ORSK ERK=1; POORSK=1
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Figura 30. Propuesta de Red minima. Esta es la red minima propuesta que puede utilizarse para
analizar con menos componentes la cascada de sefializacion de WNT vy los otros componentes de

otras redes enella. Esto ayuda a facilitar el andlisis futuro.
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VI. Discusiodn

6.1. Atractor global

El estado global en la tabla 7 nos habla de que la célula se encuentra en un estado tumoral
probablemente quiescente debido a que p53 un importante supresor de tumores esté inactivo, pero
tanto p21 como p27 se encuentran activos sugiriendo que hay proliferacion celular(Lee et al., 2017;
Lustig y Behrens, 2003), mientras que el complejo destructor y GSK3 estan inactivos porlo que no
hay una regulacion negativa de B-catenina; a pesar de que hay CK1, demostrandose asi que un solo
elemento no es suficiente para inactivar (Stamos y Weis, 2013). El resultado de acuerdo a las reglas
gue se sugirieron en este modelo son aplicables para una célula en estado ya tumoral, para
determinar qué estado es deberia saberse algunos pardmetros como la expresion y niveles de p27
y B-catenina ya que como se mostré en la descripcion del modelo estos son dependientes de
concentracion, aunque para entender este tipo de variables convendria utilizar otro tipo de red
booleana, en este caso una red del tipo probabilistica la cual nos permitiria medir niveles de la
expresion y concentracion de los elementos (Albert y Thakar, 2014; Chandrasinghe, 2018; Schwab
et al., 2020; Sebio et al., 2014).

6.2. Nodos altamente conectados.

De acuerdo al grado de conectividad se ha observado que esta red sigue completamente lo que
se espera de una red booleana, ya que hemos observado que se obtiene una ley de potencia que
dicta que una pequefia cantidad de los nodos estaran muy relacionados con otros mientras que la
mayoria de los nodos sélo tendran una relacién (Schwab et al., 2020). Observar este tipo de ley de
potencia nos permite determinar facilmente qué nodos son los que si se quitan en la red provocaran
una mayor perturbacion en la red, cabe destacar que al ser nodos que comparten muchas relaciones
es probable que en el contexto biolégico atacar a la célula en este componente pueda provocar
disrupciones mortales o poco convenientes para la célula (Albert et al., 2008; R. Albert y Thakar,
2014). De acuerdo al histograma realizado del grado de conectividad podemos observar que AKT
es-el nodo que mayor grado de conectividad tiene, lo cual se relaciona con lo previamente descrito,
AKT es un elemento muy importante para cualquier célula, lo que se desearia es encontrar un
elemento con un alto grado de conectividad o hub que sea especifico del tejido celular, seria
recomendable observa la relacion de LGR5 y WNT5A que en recientes estudio se ha visto como
suelen encontrarse en mayor concentracion en el desarrollo de este tipo de carcinoma (Barker et al.,
2007; Schatoff et al., 2017; Shimokawa et al., 2017; Zhou et al., 2017).
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6.3. Simulacién de activaciones

Se hicieron subsecuentemente simulacion de activaciones para observar si habia mayores
perturbaciones en el atractor global de la red. Las activaciones se realizaron primeramente en un
componente los cuales estaban inactivos en el primer atractor; no hubo cambios significativos mas
que en tres componentes. En la activacion de LRP se observa la inhibicion de CK1 algo que es obvio
de acuerdo a las reglas establecidas (Brandt et al., 2019; Emmert-Streib et al., 2014) sin.embargo
en la activacion del nodo FFZLRP se observa que CK1 esta activo, aunque, mas que un posible
resultado significativo se podria sugerir que las reglas para la interaccion entre estos elementos no
estan del todo calibradas (Albert y Thakar, 2014; Emmert-Streib et al., 2014; Schwab et al., 2020).
Se hizo la activacion del elemento COMPLEJOD, pero aun asi este y CK1 no son suficientes para
poder inactivar a B-catenina, este resultado podria deberse a que este elemento es dependiente de
concentracion, por lo que se sugiere analizar mas esta parte o haceruna red probabilistica (Schwab
et al., 2020; Sebio et al., 2014). El elemento MTOR1 mostré una inactivacion hacia HIF1a sin
embargo tampoco cre6 mayores perturbaciones en el atractor global, deberia considerarse agregar
la interaccion entre mTOR1 y mTOR2 para observar si hay un cambio significativo con su interaccion
(Wang y Zhang, 2014). Algo que es importante notar.es que WNT en su estado normal se encuentra
inactivo, asi como muchos otros componentes que funcionan como represores de algunos
elementos rio abajo, mientras que la sefializacién rio arriba esta activa. Esto mas que nada es debido
al acomodo de las reglas las cuales deberian tener una mayor calibracion para que se apegue a la
realidad de este modelo (Albert y Thakar, 2014; Schwab et al., 2020).

Al finalizar estas activaciones simples se seleccionaron tres componentes que perturbaron
mayormente a la-red en su atractor estos elementos son LRP, FZZLRP y mTORL1. Se hicieron
combinaciones dobles entre estos y finalmente una triple activacion a pesar de que no hubo grandes
cambio hacia el atractor global. Algo que cabe la pena mencionar es que en este preciso momento
los mayores represores de -catenina se encuentran inactivos y la red se mantiene igual a pesar de
gue muchos elementos individuales del complejo D se encuentran activos, esto se explica debido a
gue para que se pueda unir correctamente este complejo se necesita que GSK3, CK1 y AXIN estén
activos lo cual no sucede por lo que obtenemos este estado global (Brandt et al., 2019; Stamos y
Weis, 2013). La activacion total de todos los elementos que perturbaban a la red no mostré

resultados que no se obtuvieran antes con las simulaciones hechas.
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6.4. Simulacién de Inactivaciones

Al igual que con las activaciones simples se hizo una simulacion de inactivaciones
comparandose con el global como control. A pesar de que no hubo grandes cambios, cabe notar
algunos estados en especial. Cuando se hace la inactivacion de SFRP tanto WNT como FZZ se
activan, pero no sucede nada mas, lo cual soporta la idea de que este estado global aplica para una
célula que probablemente ya no necesite de sefiales extracelulares para continuar sus procesos (de
Lau et al., 2011; Krausova y Korinek, 2014; Schatoff et al., 2017) y debido a la activacién de PDK1
es probable que se encuentren bajo el estado Warbug el cudl es capaz de mantener la sefializacion
de los procesos sin necesidad de sefales externas (Lee et al., 2017; Liu y Yin, 2017). ERK mostro
un estado interesante, ya que inactiva a tres elementos que son p90RSK; LKB1 y AMPK. Si se
observa la figura de la red se nota que ERK-LKB1-p90RSK forman un ciclo. Este tipo de ciclos son
de importancia de analisis en redes ya que determinan procesos que pueden ser gradientes
dependientes (R. Albert y Thakar, 2014; Almaas, 2007; Chu et al., 2017; Emmert-Streib et al., 2014).
Aln a pesar de estas inactivaciones no se encontraron resultados que activaran al complejo D. A
pesar de que determinadas inactivaciones activaban componentes como AXIN y APC esto no es
suficiente para inhibir a B-catenina en este estado.-Algo que sustenta la parte de PDK1 es que se
hizo una inactivacién directa a p-catenina observandose que a pesar de este hecho el atractor no
cambio significativamente probando que esta red es bastante robusta es decir no es tan propensa a
ataques, por lo que una célula cancerigena ya en este estado seria dificil de combatir yendo sélo

por componentes individuales.

Posteriormente se seleccionaron los nodos que crearon perturbaciones significativas en el estado
global, estos fueron SFRP; TANKYRASA; POLIUB; ERK; MDM2; AKT; LKB1; B-catenina. Se
hicieron todas las posibles combinaciones y aunque hubo perturbaciones importantes de los estados
muchas de_ellas no eran significativas ya que son bastante obvias como cualquier elemento
combinado con ERK inmediatamente inhibird a los componentes con los que se relaciona, de
acuerdo a las funciones booleanas que se establecieron en la presente tesis. Un estado importante
fue'la combinacién de LKB1 con (B-catenina ya que estos dos inactivos; inactivan a PDK1 lo cual
podria sugerir que esta combinacién podria bloquear el efecto Warbug; aunque esto es una mera
suposicién en la que se necesita mas investigacion y demostracién para saber si esto puede ser

cierto.
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Tras estos analisis de doble inactivacion se hizo uno de triple, cuadruple y total. Se seleccionaron
de los anteriores sélo cinco elementos que eran los que provocaron una perturbacion significativa
en el atractor global. Estos fueron ERK; AKT; B-catenina; LKB1 y SFRP. Lo mas importante de esto
es gue parece ser que la combinacion de estos ultimos elementos produce la inactivacion entre ellos
de PDK1 lo cual podria sugerir que la inactivacion de estos tres elementos en conjunto podria inhibir
el efecto Warbug en las células cancerigenas. Esto se sustenta con la simulaciéon de cuadruples
inactivaciones y la inactivacion total donde no vemos que PDK1 sea inactivado. Lo cual resalta la
importancia de los nodos B-catenina; LKB1 y SFRP, que podrian usarse para futuros analisis y
estados celulares in vitro. Esta combinacién resalta con el hecho de que la célula cancerigena en el
estado de este modelo no puede ser atacada por componentes Unicos mas, si-se pudiera hacer
alguna combinacion de modo que este pudiera perturbar a la célula para inducir la muerte celular en
ella, la combinacion mencionada con los tres anteriores componentes parece ser una excelente
diana para realizarlo, seria pertinente detectar patrones especificos de las células del tejido colénico
de modo que se pudiera tener mayor especificad hacia estas células al momento de atacar estos
componentes. Cabe resaltar también la importancia de detectar el gradiente bajo el cual B-catenina
comienza a tener una accion negativa en la célula, ya que el gradiente podria estar relacionado con
el efecto que LKB1 y SFRP tengan en la célula (Clevers, 2006; Sebio et al., 2014; Suzuki et al.,
2004)

6.5. La red minima

La red minima propuesta es de importancia ya que de esta manera podemos analizar mas
atractores con menos elementos, sin que se perturbe por completo la red, cosa que ya ha quedado
explicada que es dificil que ocurra. Los elementos omitidos, fueron debido a dos razones, ya sea
porque no provocaban grandes perturbaciones en los estados, es decir jamas se activaban o
inactivaban; 0 eran componentes de complejos; o contenian un grado de conectividad de 1 lo cual
podia considerarse como aislados. Esta red minima puede usarse para continuar con analisis donde

se pueden encontrar los destinos celulares de una célula cancerigena en estado quiescente.
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VII. Conclusiones

De acuerdo a lo discutido el modelo podria ser aplicable en una célula en estado quiescente. El
hecho de que los estados no cambian con respecto al atractor global sugiere que esta propuesta de
red es bastante robusta, pero simula un proceso interesante que es el de quiescencia celular. Las
simulaciones por medio de modelos de este tipo de sistemas nos permiten obtener una prediccion
de cédmo esperamos que se comporte en la naturaleza. Para corroborar que este es un buen modelo
y que realmente lo que en discusién se estuvo diciendo sea cierto deberia optarse por realizar un
disefio experimental en células quiescentes de cancer de colon. La forma de verificar si lo que
sucede es cierto seria llevando a cabo la inhibicién de los componentes mencionados y esperar una
inactivacion en PDK1 que cOmo se espera con respecto a la literatura podria llevar a bloqueo del
efecto Warbug y con ello destruir la sefializaciéon interna de la célula. Como se observé en los
estados este proceso propuesto simula una célula de la cual ya no depende de sefiales externas y
sin embargo tampoco se va a metastasis, por lo que podriamos decir que es una célula cancerigena
de estadios tempranos ya que no manda sefiales aln a sus vecinas que es cuando comienza a

hacer metastasis.

Aungue uno de los objetivos de este tipo de andlisis cominmente es el de encontrar hubs o
nodos con un alto grado de conectividad, en el caso de una cascada de sefializacion el tomar a
estos en cuenta para atacarlos podria provocar en la vida real una disrupcién total del sistema celular
no sélo de las células que se desean atacar sino de otras lineas celulares, por lo que es
recomendable atacar a componentes celulares especificos de ese tejido y observar como se
comportan bajo las distintas reglas booleanas y corroborar que ese tipo de interacciones ocurran en
la vida real tras la experimentacion. En este caso al analizar un elemento que se ha corroborado ser
concentracion dependiente para que empiece a efectuar su accion, es probable que el resultado
obtenido se _encuentre sesgado por lo que convendria analizar elementos que no sean de esta
naturaleza de forma separada o bien determinar bajo qué circunstancias este se puede tomar como
un elemento activo. En este trabajo se realiz6 tomando como punto de partida que, si este no se
encontraba unido al complejo destructor o al complejo secuestrador seria un elemento activo, en el
caso de B-catenina, sin embargo, al actuar también como un factor de transcripcion existe la
incertidumbre de otros elementos que so6lo se expresan bajo la accion de este factor, por lo que

estos elementos valdrian la pena ser analizados por medio de una red probabilistica.
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Aunqgue las redes booleanas sincrénicas como las del presente trabajo nos permiten ahorrar
tiempo y analizar muchos elementos a la vez, presenta desventajas cuando quieren analizarse
elementos que mas bien entran en un argumento probabilistico que del tipo determinista, aunque su
utilidad sigue siendo resaltada. En las células muchos elementos se comportan de acuerdo a un
gradiente de concentracion por lo que aunque un modelo sirve para analizar muchos elementos bajo
un contexto, efectivamente no es capaz de explicar algo en su totalidad y debido a los costos
computacionales se deben recurrir a reducciones de la red como se realizaron en este trabajo, para
poder hacer analisis mas concretos y complejos pero con menores elementos lo cual es un ahorro

computacional significativo en el calculo de los posibles estados.

En cuanto a la robustez de la red, como se mencioné en discusién. la red parece ser bastante
robusta en el sentido de que no se perturba tan facilmente con ataques dirigidos a alguno de sus
componentes, cosa que queda comprobada en las simulaciones donde se atacaban 2 o mas
elementos, por lo que podemos asumir dos cosas que el estado celular en el que la célula se analizd
es uno dénde las perturbaciones exteriores no representan un mayor riesgo para la célula y que los
componentes internos de la célula no se veran facilmente comprometidos si no es en un ataque
conjunto a varios de sus componentes. Aunque se ha hecho hincapié en la necesidad de analizar
por separado a todos los componentes celulares dependiente de gradientes, este tipo de red nos da
una aproximacion a resultados que pueden ser comprobables y contienen cierta congruencia con lo

reportado en la literatura.

Este tipo de trabajo nos permite tener integrada toda la interaccion de moléculas internas y
externas en la célula, aunque debido al poder del computo se sigue viendo limitado ya que no puede
analizarse en su totalidad toda la interaccién que la célula pueda estar experimentando en
determinado momento. Solamente pueden hacerse inferencias de los estados y de los atractores
que obtenemos para determinar en qué posible estado se encuentra la célula bajo las funciones

booleanas que se determinaron.

Uno de los tipos de estructuras en redes que han cobrado interés en estos ultimos afios son los
de tipo ciclica, ya que estos nos pueden indicar si algunos componentes se encuentran actuando de
una manera dependiente de gradiente, estos cobran interés debido a que, aunque puedan ser
elementos sin alto grado de conectividad podrian tener una mayor repercusiéon en la célula al ser
moédulos aislados, pero estrechamente conectados. Durante los resultados de esta tesis pudo

observarse un ciclo de este tipo sin embargo para determinar qué tan importante es 0 no su
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importancia en el contexto celular deberia comprobarse en la literatura si estos no guardan mas

interacciones con otros componentes o definitivamente son una estructura ciclica.

7.1. Perspectivas

La metodologia que se usé en la presente tesis, presenta varias ventajas y novedades que
podrian favorecer al estudio de los procesos biolégicos. En este caso el modelo que se genero6 para
el estudio en cancer de colon de este trabajo nos permitié observar distintas simulaciones de cémo
se comporta un proceso tan complejo como son las cascadas de sefializacion y su estrecha relacion
con otras mas en un modelo tan complejo como la carcinogénesis. Aungue hay elementos que por
su naturaleza dependiente de gradiente no pueden ser completamente medidos de una forma mas
certera con un solo analisis, las redes booleanas son un buen acercamiento a entender qué es lo
gue esperariamos observar en la vida real. Los resultados de esta tesis presentan varios
planteamientos que se pueden seguir a futuro como el consistente hecho de si las células
cancerigenas entran en el efecto Warbug y este se puede sefializar por si solo mediante la activacion
de WNT de modo que las células cancerigenas de este tejido ya no necesiten de comunicacion
extracelular para mantener sus funciones; ademas de que este efecto parece ser suficientemente
robusto a ataques de ataques dirigidos a componentes especificos de la via de WNT y las vias que
se relacionan con ella. La red minima final generada de acuerdo a los resultados seria un buen
modelo para continuar con el estudio del comportamiento de las cascadas de sefalizacion bajo el
contexto del cancer colorrectal. Lo idéneo seria comprobar el calibrado del modelo que podria ser
haciéndose simulaciones in silico para corroborar con la literatura y/o de manera in vitro, ya que la
finalidad de un modelo es la de poder corroborarse en la naturaleza es decir que sea concordante

con lo que se observa en contextos biolégicos posibles.

Ademas, ‘tener en cuenta que los componentes ERK; LKB1; SFRP y B-catenina crean
perturbaciones en la red de modo que analizando destinos celulares y estados partiendo de estos
elementos se podria obtener informacion de dianas terapéuticas o de cdmo se esperaria que este
sistema se comporte ya sea in vitro o in vivo; aunque para esto deberia considerarse a los elementos
que son dependientes de expresion o concentracion ya que su analisis podria crear ruido en estudios

rigurosos.

Valdria la pena hacer este andlisis nuevamente con distintas funciones para determinar su
evolucion con el tiempo, pero eso seria mas bajo un tipo de red probabilistica o asincrénica cosa
que debido a sus caracteristicas podrian otorgarnos resultados no compatibles con la biologia celular

y molecular del cancer, por lo que a pesar de que se tienen sus limitaciones en esta red sus rapidos
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y un correctos analisis de los atractores obtenidos hacen que sea una herramienta bastante util para

sistemas complejos como son las cascadas de sefializacion.
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IX. Anexos

9.1. Anexo 1. Script total de R
#Cargar las reglas de la red en R y convertirlo en un objeto del mismo
library(BoolNet)
Red<-loadNetwork("Reglas_Red.txt")
plotNetworkWiring(Red)
Atractores<-getAttractors(Red)
plotAttractors(Atractores)
toSBML(Red, "Red1.SBML")
#Hacer las modificaciones pertinentes en CYTOSCAPE#
library(igraph)
library(RCy3)
#Para visualizar lo que se hace en R y Cytoscape
cytoscapePing()
#Convertir la Red de Cytoscape en un objeto de Igraph para hacer analisis de agrupacion
RedlA<-createlgraphFromNetwork("RedTesis")
Redl1A
#Obtener el grado de conectividad de los-nodos. Convertir el objeto deg en una tabla. Importar
tabla a como un documento de texto simple .txt que puede usarse para colocar en Word.
deg <- degree(Red1A, mode="all")
degtable<-as.table(deg)
write.table(degtable, file ="TablaDegree.txt")
#Para crear un Heatmap
Redm <- get.adjacency(Red1A, sparse=FALSE)
colnames(Redm) <- V(Red1A)$name
rownames(Redm) <- V(Red1A)$name
palf <- colorRampPalette(c("gold", "dark orange™))
heatmap(Redm, Rowv = NA, Colv = NA, col = palf(100), scale="none", margins=c(10,10) )
#Crear una gréfica de distribucién de degree#
deg.dist <- degree_distribution(Red1A, cumulative=T, mode="all")
plot( x=0:max(degree(Red1A)), y=1-deg.dist, pch=19, cex=1.2, col="blue",xlab="Degree",
ylab="Cumulative Frequency")
#Obtener clusteres de conectividad. Obtener una tabla detallada de quiénes pertenece a qué

comunidades. Graficar la pertenencia de las comunidades en la red
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ClusterRed1<-cluster_spinglass(Red1A)

ClusterRed1

membership(ClusterRed1)

plot(ClusterRed1, Red1A)

#Cambiar el Layout de la red

library(network)

I<-layout_with_kk(Red1A)

plot(ClusterRed1, Red1A, layout=I)

#Reducir el tamafio de la flecha y resaltar los nodos con mayor grado de conectividad.
V(Red1A)$size <- deg*3

plot(Red1A, edge.color="orange", vertex.color="gray50", edge.arrow.size=.2,
vertex.label.color="black", layout=I)

#Combinando todos los métodos anteriores obtenemos una agrupacién con el tamafio de los
nodos de acuerdo al degree

plot(ClusterRed1, Red1A, edge.color="orange", vertex.color="gray50", edge.arrow.size=.2,
vertex.label.color="black", layout=l)

#Para visualizar las comunidades coloreando sélo los nodos.

V(Red1A)$community <- ClusterRed1$membership

colrs <- adjustcolor( c("gray50", "tomato",

gold", "yellowgreen", "blue", "pink"), alpha=.6)
plot(Red1A, vertex.color=colrs[V(Red1A)$community], edge.arrow.size=.2,
vertex.label.color="black", layout=I)

#Para llevar a cabo las simulaciones de activaciones e inactivaciones
RedCad<-fixGenes(Red, "CADERINA", 0)

#Para observar como cambian los atractores ahora con la nueva condicidbn debemos crear una
nueva Red

plotAttractors(getAttractors(RedCad))

#La red que usamos es la original la creada a partir del documento de texto. Para meter mas
condiciones a las simulaciones concatenamos los factores y graficamos los atractores
RedAKT<-fixGenes(Red, c("AKT", "P53", "CADERINA"), 0)
plotAttractors(getAttractors(RedAKT))

#Simulaciones de inactivaciones y activaciones

#Activaciones simples

RedSAl<-fixGenes(Red, "WNT", 1)

plotAttractors(getAttractors(RedSA1))

RedSA2<-fixGenes(Red, "FZZ", 1)

plotAttractors(getAttractors(RedSA2))
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RedSA3<-fixGenes(Red, "LRP", 1)
plotAttractors(getAttractors(RedSA3))
RedSA4<-fixGenes(Red, "FZZLRP", 1)
plotAttractors(getAttractors(RedSA4))
RedSA5<-fixGenes(Red, "DVL", 1)
plotAttractors(getAttractors(RedSAS5))
RedSA6<-fixGenes(Red, "GSK3", 1)
plotAttractors(getAttractors(RedSAG))
RedSA7<-fixGenes(Red, "AXIN", 1)
plotAttractors(getAttractors(RedSA7))
RedSA8<-fixGenes(Red,"APC", 1)
plotAttractors(getAttractors(RedSAS))
RedSA9<-fixGenes(Red, "COMPLEJOD", 1)
plotAttractors(getAttractors(RedSA9))
RedSA10<-fixGenes(Red, "MTOR1", 1)
plotAttractors(getAttractors(RedSA10))
RedSAll<-fixGenes(Red, "P53", 1)
plotAttractors(getAttractors(RedSA11))
#Seleccionar aquellos gue cambiaron el atractor ya sea en gran medida o no para hacer dobles
activaciones

#Dobles Activaciones

RedDA1<-fixGenes(Red, c("LRP", "FZZLRP"),1)
plotAttractors(getAttractors(RedDAL))
RedDA2<-fixGenes(Red, c('LRP", "MTOR1"),1)
plotAttractors(getAttractors(RedDA2))
RedDA3<-fixGenes(Red, c("FZZLRP", "MTOR1"),1)
plotAttractors(getAttractors(RedDA3))
#Activaciones triples

RedTA1l<-fixGenes(Red, c("LRP","MTOR1", "FZZLRP"),1)
plotAttractors(getAttractors(RedTA1L))
#Inactivaciones simples
RedSI1<-fixGenes(Red, "SFRP", 0)
plotAttractors(getAttractors(RedSlI1))
RedSI2<-fixGenes(Red, "DKKs", 0)
plotAttractors(getAttractors(RedSI2))
RedSI3<-fixGenes(Red, "RSpondins", 0)
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plotAttractors(getAttractors(RedSI3))
RedSl4<-fixGenes(Red, "LGR", 0)
plotAttractors(getAttractors(RedSl4))
RedSI5<-fixGenes(Red, "CK1", 0)
plotAttractors(getAttractors(RedSI5))
RedSl6<-fixGenes(Red, "TANKYRASA", 0)
plotAttractors(getAttractors(RedSI6))
RedSI7<-fixGenes(Red, "POLIUB", 0)
plotAttractors(getAttractors(RedSI7))
RedSI8<-fixGenes(Red, "PP2A", 0)
plotAttractors(getAttractors(RedSI8))
RedSI9<-fixGenes(Red, "WTX", 0)
plotAttractors(getAttractors(RedSI9))
RedSI10<-fixGenes(Red, "CADERINA", 0)
plotAttractors(getAttractors(RedSI10))
RedSl11<-fixGenes(Red, "ACATENINA", 0)
plotAttractors(getAttractors(RedSI11))
RedSI12<-fixGenes(Red, "P120", 0)
plotAttractors(getAttractors(RedSI12))
RedSI13<-fixGenes(Red, "COMPLEJQOS", 0)
plotAttractors(getAttractors(RedSI13))
RedSI14<-fixGenes(Red, "STAT3", 0)
plotAttractors(getAttractors(RedSIi14))
RedSI15<-fixGenes(Red, "TF", 0)
plotAttractors(getAttractors(RedSI15))
RedSl16<-fixGenes(Red, "ERK", 0)
plotAttractors(getAttractors(RedSI16))
RedSI17<-fixGenes(Red, "PI3K", 0)
plotAttractors(getAttractors(RedSI17))
RedSI18<-fixGenes(Red, "AKT", 0)
plotAttractors(getAttractors(RedSI118))
RedSI19<-fixGenes(Red, "HIF1a", 0)
plotAttractors(getAttractors(RedSI19))
RedSI20<-fixGenes(Red, "P9ORSK", 0)
plotAttractors(getAttractors(RedSI20))
RedSI21<-fixGenes(Red, "LKB1", 0)
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plotAttractors(getAttractors(RedSI21))
RedSI22<-fixGenes(Red, "AMPK", 0)
plotAttractors(getAttractors(RedSI22))
RedSI23<-fixGenes(Red, "MTOR2", 0)
plotAttractors(getAttractors(RedSI23))
RedSI24<-fixGenes(Red, "P27", 0)
plotAttractors(getAttractors(RedSI24))
RedSI25<-fixGenes(Red, "MDM2", 0)
plotAttractors(getAttractors(RedSI25))
RedSI26<-fixGenes(Red, "P", 0)
plotAttractors(getAttractors(RedSI26))
RedSI27<-fixGenes(Red, "AC", 0)
plotAttractors(getAttractors(RedSI27))
RedSI28<-fixGenes(Red, "PDK1", 0)
plotAttractors(getAttractors(RedSI28))
RedSI29<-fixGenes(Red, "PROBCATENINA", 0)
plotAttractors(getAttractors(RedSI29))
RedSI30<-fixGenes(Red, "BCATENINA", 0)
plotAttractors(getAttractors(RedSI30))
RedSI31<-fixGenes(Red, "TSC2", 0)
plotAttractors(getAttractors(RedSI31))
RedSI32<-fixGenes(Red, "P21", 0)
plotAttractors(getAttractors(RedSI32))

#Inactivaciones dobles

RedDl1<-fixGenes(Red, c("SFRP", "TANKYRASA"), 0)
plotAttractors(getAttractors(RedDI1))
RedDI2<-fixGenes(Red, c("SFRP", "POLIUB"), 0)
plotAttractors(getAttractors(RedDI2))
RedDI3<-fixGenes(Red, c("SFRP", "ERK"), 0)
plotAttractors(getAttractors(RedDI3))
RedDl4<-fixGenes(Red, c("SFRP", "MDM2"), 0)
plotAttractors(getAttractors(RedDI4))
RedDI5<-fixGenes(Red, c("SFRP", "AKT"), 0)
plotAttractors(getAttractors(RedDI5))
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RedDl6<-fixGenes(Red, c("SFRP", "LKB1"), 0)
plotAttractors(getAttractors(RedDI6))
RedDI7<-fixGenes(Red, c("SFRP", "BCATENINA"), 0)
plotAttractors(getAttractors(RedDI7))
RedDI8<-fixGenes(Red, c("TANKYRASA", "POLIUB"), 0)
plotAttractors(getAttractors(RedDI8))
RedDI9<-fixGenes(Red, c("TANKYRASA", "ERK"), 0)
plotAttractors(getAttractors(RedDI9))
RedDI10<-fixGenes(Red, c("TANKYRASA", "MDM2"), 0)
plotAttractors(getAttractors(RedDI10))
RedDI11<-fixGenes(Red, c("TANKYRASA", "AKT"), 0)
plotAttractors(getAttractors(RedDI11))
RedDI12<-fixGenes(Red, c("TANKYRASA", "LKB1"), 0)
plotAttractors(getAttractors(RedDI112))
RedDI13<-fixGenes(Red, c("TANKYRASA", "BCATENINA"), 0)
plotAttractors(getAttractors(RedDI13))
RedDI14<-fixGenes(Red, c("POLIUB", "ERK"), 0)
plotAttractors(getAttractors(RedDI114))
RedDI15<-fixGenes(Red, c("POLIUB", "MDM2"), 0)
plotAttractors(getAttractors(RedDI15))
RedDI16<-fixGenes(Red, c("POLIUB", "AKT"), 0)
plotAttractors(getAttractors(RedDI16))
RedDI17<-fixGenes(Red, c("POLIUB", "LKB1"), 0)
plotAttractors(getAttractors(RedDI17))
RedDI18<-fixGenes(Red, c("POLIUB", "BCATENINA"), 0)
plotAttractors(getAttractors(RedDI118))
RedDI19<-fixGenes(Red, c("ERK", "MDM2"), 0)
plotAttractors(getAttractors(RedDI19))
RedDI20<-fixGenes(Red, c("ERK", "AKT"), 0)
plotAttractors(getAttractors(RedDI20))
RedDI21<-fixGenes(Red, c("ERK", "LKB1"), 0)
plotAttractors(getAttractors(RedDI21))
RedDI22<-fixGenes(Red, c("P90RSK", "BCATENINA"), 0)
plotAttractors(getAttractors(RedDI22))
RedDI23<-fixGenes(Red, c("MDM2", "AKT"), 0)
plotAttractors(getAttractors(RedDI23))
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RedDI24<-fixGenes(Red, c("MDM2", "LKB1"), 0)
plotAttractors(getAttractors(RedDI124))
RedDI25<-fixGenes(Red, c("MDM2", "BCATENINA"), 0)
plotAttractors(getAttractors(RedDI25))
RedDI26<-fixGenes(Red, c("AKT", "LKB1"), 0)
plotAttractors(getAttractors(RedDI26))
RedDI27<-fixGenes(Red, c("AKT", "BCATENINA"), 0)
plotAttractors(getAttractors(RedDI27))
RedDI28<-fixGenes(Red, c("LKB1", "BCATENINA"), 0)
plotAttractors(getAttractors(RedDI28))

#Triples inactivaciones

RedTl1<-fixGenes(Red, c("ERK", "AKT", "BCATENINA"), 0)
plotAttractors(getAttractors(RedTI1))

RedTI2<-fixGenes(Red, c("ERK", "AKT", "LKB1"), 0)
plotAttractors(getAttractors(RedTI2))

RedTI3<-fixGenes(Red, c("ERK", "AKT", "SFRP"), 0)
plotAttractors(getAttractors(RedTI3))

RedTl4<-fixGenes(Red, c("ERK", "BCATENINA", “"LKB1"), 0)
plotAttractors(getAttractors(RedTI4))

RedTI5<-fixGenes(Red, c("ERK", "BCATENINA", "SFRP"), 0)
plotAttractors(getAttractors(RedTI5))

RedTI6<-fixGenes(Red, c("ERK", "LKB1", "SFRP"), 0)
plotAttractors(getAttractors(RedTI6))

RedTI7<-fixGenes(Red, c("AKT", "BCATENINA", "LKB1"), 0)
plotAttractors(getAttractors(RedTI7))

RedTI8<-fixGenes(Red, c("AKT", "BCATENINA", "SFRP"), 0)
plotAttractors(getAttractors(RedTI8))

RedTI9<-fixGenes(Red, c("AKT", "LKB1", "SFRP"), 0)
plotAttractors(getAttractors(RedTI19))
RedTI10<-fixGenes(Red, c("BCATENINA", "LKB1", "SFRP"), 0)
plotAttractors(getAttractors(RedTI10))

#Cuadruple inactivacion

Redcll<-fixGenes(Red, c("ERK", "AKT", "BCATENINA", "LKB1"), 0)
plotAttractors(getAttractors(Redcl1))

Redcl2<-fixGenes(Red, c("ERK", "AKT", "BCATENINA", "SFRP"), 0)
plotAttractors(getAttractors(Redcl2))
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Redcl3<-fixGenes(Red, c("AKT", "BCATENINA","LKB1", "SFRP"), 0)
plotAttractors(getAttractors(Redcl3))

#Quintuple inactivacion

RedQl1<-fixGenes(Red, c("ERK", "AKT", "BCATENINA", "SFRP", "LKB1"), 0)
plotAttractors(getAttractors(RedQI1))
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9.2. Anexo 2. Glosario

Arista: se refiere a las lineas que conectan a los nodos; estas representan por lo general muchas

interacciones mas.

Complejidad: término usado en biologia de sistemas que habla que un proceso biolégico es mucho
mas que la suma de sus partes. Para poder entender un proceso como tal no es necesario sélo

enfocarse en una sola parte del todo.
Carcinogénesis: proceso de malignizacion de las células.

Conectividad: hace referencia al grado de conectividad. También se refiere a cdmo un proceso

biolégico por mas aislado que parezca siempre esté relacionado a otro mas conectado.
Diferenciacion: proceso de especializacion celular.

Distribucion de grado de conectividad: se refiere a del total de nodos cuantos contienen dos

conexiones. También se le puede llamar frecuencia de conectividad

Grado de conectividad: Se refiere a cuantas conexiones tiene un nodo en una red con respecto a

otro nodo
Nodo: se refiere al elemento de una red que interactla con otro.
Red Dirigida: se les llama asi a las redes que crean un efecto positivo o negativo sobre otra.

Red no dirigida: son redes que simplemente representan una interaccion mas no se indica si es

positiva 0 negativa.
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