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Resumen

En el presente trabajo se analiza un sistema dindmico planteado por Barbosa [1] que describe
el comportamiento de ciertas moléculas dentro de un macréfago infectado con Leishmaniasis al
administrar una dosis de tetraciclina (antibidtico).

La investigacién indica que la Leishmaniasis ataca a los macréfagos del paciente y que el proceso
infeccioso se da cuando ciertas proteinas del pardsito interactiian con ciertas otras del macréfago
[1]. La hipdtesis sugiere que es posible modificar la genética del macréfago, a través del uso de
antibidticos, para controlar o hasta posiblemente eliminar la infeccién [1].

La contribucién principal de este documento es la verificacién de los resultados del modelo planteado
para determinar su validez. Para cumplir con este objetivo, se realiza una revisién tedrica y una
simulacién del modelo con el paquete de software Simulink. Los resultados indican que el modelo es
consistente con los hallazgos reportados por Barbosa. Estos mismos son congruentes con los principios
de silenciamiento genético, por tanto se concluye que el modelo es apto para su utilizacién en la
investigacién de Leishmaniasis.

Palabras Claves — Verificacién de resultados, Leishmaniasis, Silenciamiento genético, Linealiza-
cién, Controlador PID, Estimacion de pardametros.

Abstract

In this document, we analyze a dynamic system proposed by Barbosa [1] that describes the be-
havior of certain molecules within a macrophage infected with Leishmaniasis when administering a
dose of tetracycline (antibiotic).

The investigation indicates that Leishmaniasis attacks the patient’s macrophages and that the in-
fectious process occurs when certain proteins of the parasite interact with certain others of the
macrophage [1]. The hypothesis suggests that it is possible to modify the genetics of the macrophage,
using antibiotics, to control or even possibly eliminate the infection [1].

The main contribution of this document is to verify the results of the proposed model to determine
its validity. To fulfill this objective, a theoretical review and a simulation of the model is carried
out with Simulink. The results indicate that the model is consistent with the findings reported by
Barbosa. These are coherent with the principles of genetic silencing, so it can be concluded that the
model is suitable for use in the investigation of Leishmaniasis.

Keywords — Results verification, Leishmaniasis, Genetic silencing, Linearization, PID controller,
Parameter estimation.

1. Introduccion

La Leishmaniasis visceral es una enfermedad infecciosa producida por protozoos del género Leishma-
nia infantum, transmitidos a través de la picadura del insecto Lutzomia longipalpis [8]. Esta enfermedad



produce una inflamacién anormal del higado y el bazo, conocida también como un sindrome de disfuncién
multiorgénica, que sin el tratamiento adecuado puede llegar a ser letal para el paciente.

El estudio de la Leishmaniasis es de particular interés en Colombia, ya que segin un estudio re-
ciente del Grupo de Investigaciones Microbiolégicas de la Universidad del Rosario [5], Colombia es el
pais con maés especies de pardsitos de Leishmania en el mundo. La motivacién principal de este
trabajo es la oportunidad de validar un modelo que contribuiria en el futuro a evitar cerca de 1.3 mi-
llones de casos en el mundo, donde mueren aproximadamente entre 20.000 y 40.000 personas cada afo [5].

El parésito Leishmania infecta a los macréfagos, los cuales son unos tipos de glébulos blancos que
participan en la defensa del organismo ante cuerpos o sustancias extranas [1]. La investigacién actual
indica que el parasito modifica la expresién genética de los macrofagos, de modo que ciertas proteinas
del pardsito interactian con ciertas otras de los glébulos blancos generando el proceso infeccioso. La
hipotesis del trabajo de Barbosa sugiere que es posible silenciar genes especificos del macréfago para
reducir o quizés incluso evitar la infeccién [1].

Actualmente, el Grupo de Investigaciéon de Modelado y Control de Sistemas Biolégicos de la Universi-
dad Nacional de Colombia esta experimentando con el silenciamiento genético de un cultivo de macréfa-
gos [1]. Este grupo utiliza el antibidtico tetraciclina para modificar la expresién de ciertos genes con el
objetivo de modular la infeccion. La expresién del gen es medida a través de la proteina verde fluorescen-
te (GFP), la cual es introducida junto al gen de prueba para analizar la efectividad del silenciamiento [1].

El presente trabajo se basa en las investigaciones desarrolladas por el Grupo de Investigacion de
Modelado y Control de Sistemas Bioldgicos de la Universidad Nacional de Colombia y en la tesis de
Maestria en Ingenierfa y Automatizacién Industrial de la Doctora Nathalie Andrea Barbosa Roa. La
doctora Barbosa desarrollé un sistema dindmico para simular las concentraciones de cinco poblaciones
de moléculas dentro de un macréfago infectado por Leishmaniasis cuando se aplican unas ciertas dosis
de antibiético. El resultado esperado es que el modelo represente fielmente la dindmica real, es decir,
que cuando se aplique antibidtico se aumente proporcionalmente la concentracién de la proteina verde
fluorescente hasta que las moléculas se saturen y luego las concentraciones retornen a su estado inicial.

Los resultados esperados se extraen de los hallazgos experimentales sobre la linea celular desarrolla-
da por el grupo de investigacion. Debido a que el modelo planteado refleja la dindmica de dicha linea
particular no se dispone de resultados cientificos externos para realizar la comparacién, por tanto la
validacion del modelo se realizara inicamente a partir de los resultados reportados.

Debido a las caracteristicas del modelo planteado, se determiné que su validacién se realizaria en un
paquete de software de simulacién que permitiera la ejecucién de diversos escenarios y apoyara en la
identificacion de estabilidad y opciones de control.

2. Metodologia

2.1. Contextualizacion

Los macréfagos son células que hacen parte del sistema inmune y por tanto participan en la protec-
cion del organismo. Estos glébulos blancos, como cualquier otra célula, necesitan ciertas proteinas para
funcionar correctamente. Estas proteinas son sintetizadas por los ribosomas a partir del ARN mensajero.
El ARN mensajero es generado en el proceso de transcripcion a partir de la informacién contenida en el
ADN [1].

Como se mencioné previamente, la infeccién por Leishmaniasis se da cuando interactian proteinas
del macréfago con las proteinas del parasito. Los investigadores plantean que es posible controlar la
infeccién modificando la concentracién de algunas proteinas del macréfago [1]. El Grupo de Investigacién
de Modelado y Control de Sistemas Bioldgicos de la Universidad Nacional de Colombia se dio a la tarea
de trabajar al respecto.

Los investigadores de la Universidad Nacional seleccionaron un gen del macréfago a silenciar (mo-
dular). La hipétesis es que este gen es responsable de la sintesis de las proteinas que pueden llegar a



estar en contacto con las moléculas del pardsito [1]. Cuando este gen se expresa, la célula produce més
proteina, en el caso contrario, cuando se reprime, la célula disminuye la tasa de sintesis [1].

El grupo de investigacién cultivé macréfagos infectados, y los modificd genéticamente para que estos
fueran capaces de producir una molécula llamada represor de tetraciclina [1]. La molécula reprime la ex-
presién del gen mencionado previamente, reduciendo la concentracién de las proteinas. Adicionalmente
anadieron ARN mensajero de la protefna verde fluorescente (GFP) junto a este mismo gen, de modo
que cuando el gen se expresa también se produce la proteina verde fluorescente, esto con el objetivo de
facilitar la identificacién del evento [1].

La concentracion de la molécula represor de tetraciclina puede ser controlada aplicando dosis de
tetraciclina (antibidtico) [1]. Cuando la tetraciclina entra en contacto con los represores, una fraccién de
estos tltimos se inactiva y pierde la propiedad de inhibir el gen de prueba [1].

2.2. Descripcion del Sistema

La célula produce el represor de tetraciclina debido a la modificacién genética realizada por el grupo
de investigacién [1]. El represor es un molécula que se sintetiza a una cierta tasa conocida 1. La con-
centracion de esta molécula se divide en dos, la poblacién activa y la poblacién inactiva. La poblacion
activa es aquella que efectivamente puede reprimir el gen, la poblacién inactiva es aquella que entré en
contacto con la tetraciclina y perdié sus propiedades [1]. El represor tiene una cierta tasa de degradacién
J5 y una tasa de reactivaciéon v (cuando se pierde el efecto de la tetraciclina).

La tetraciclina es un antibidtico que no se produce naturalmente dentro de la célula, asi que entra
al sistema mediante una dosis [1]. La concentracién de tetraciclina puede degradarse orgédnicamente o
puede saturarse cuando entra en contacto con el represor.

El represor de tetraciclina reduce el proceso de transcripcién del ARN mensajero del gen de prueba y
por tanto también del gen que produce la proteina verde fluorescente [1]. Cuando se reduce la transcrip-
cién también se reduce la sintesis de las proteinas asociadas, es decir, cuando se reduce el ARN mensajero
GFP se reduce también la tasa de produccién de la proteina verde fluorescente [1].

La concentracién del antibiético (tetraciclina) determina entonces la cantidad de proteina sintetizada
en los ribosomas [1].

A continuacién, se describen las entradas, salidas y estados del sistema.

Entradas

= Dosis de tetraciclina (u).

= Concentracién inicial del represor activo de tetraciclina (T'Rp).

= Concentracién inicial del represor inactivo de tetraciclina (T Rig).

» Concentracién inicial de tetraciclina (T'eto).

» Concentracién inicial del ARN mensajero de la proteina verde fluorescente (ARNmMGF P).
» Concentracién inicial de la proteina verde fluorescente (GF F).

Estados

» Concentracién del represor activo de tetraciclina (T'R).

» Concentracién del represor inactivo de tetraciclina (T'Ri).

= Concentracién de tetraciclina (Tet).

» Concentracién del ARN mensajero de la proteina verde fluorescente (ARNmGFE'P).

» Concentracién de la proteina verde fluorescente (GFP).



Vale la pena mencionar que no se identifican salidas diferentes a los estados.

El funcionamiento del sistema se resume en la siguiente figura.
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Figura 1: Sistema de Silenciamiento Genético de Macréfagos [1]

En la figura anterior (Figura 1) se visualiza la dindmica de cinco poblaciones, que representan a los
cinco estados indicados previamente.
2.3. Descripcion del Modelo Matematico

El modelo de silenciamiento genético representa las dindmicas de cinco poblaciones de moléculas
dentro del macréfago: TR, ARNmGFP, GFP, TRi y Tet. El modelo se presenta a continuacién.

C%R = —03TR— o TR-Tet + nARN,,,, + vTRi
di{;fl = —83TRi+a -TR-Tet — vTRi
dgf L §iiTet —a-TR-Tet + 33T Ri+ Cu+ vTRi
% = —01ARN g pp, + H(}R)n
K
deJ;P = —8,GFP +yARNmgapp

Las poblaciones de moléculas son:
» Represor de Tetraciclina Activo (T'R) e Inactivo (T'Ri).
» Tetraciclina (Tet).

» ARNm asociado a la produccién de la proteina verde fluorescente (ARNmGF P).

= Proteina verde fluorescente (GFP).

2.3.1. Represor de Tetraciclina

Representa la concentracién del represor de tetraciclina dentro del macréfago. El represor de tetra-
ciclina es una molécula que disminuye la tasa de transcripcion del gen a silenciar, reduciendo asi la
produccién de la proteina asociada [1].

A continuacién, se presenta la ecuacién que describe la dinamica del represor de tetraciclina activo:

dT'R

T —63TR— o -TR-Tet+nARN,,., +vI'Ri

La concentracién del represor activo en cada instante depende de cuatro (4) factores:

1. Numero de moléculas degradadas, asociado al pardmetro 3 (refleja la vida media de la proteina).



2. Ntmero de moléculas inactivadas cuando el represor entra en contacto con la tetraciclina, asociado
al parametro a.

3. Numero de moléculas producidas en la transcripcion del ARNm del represor, asociado al pardmetro
7.

4. Numero de moléculas reactivadas, es decir, aquellas que se encuentran nuevamente disponibles para
reprimir el gen cuando se pierde el efecto del antibidtico, asociado al pardmetro v.

A continuacidn, se presenta la ecuacién que describe la dindmica del represor de tetraciclina inactivo:

dT'Ri
dt

= —03TRi+«-TR-Tet —vT Ri

La concentracién del represor inactivo en cada instante depende de tres (3) factores de los ya mencio-
nados: el nimero de moléculas degradadas, el nimero de moléculas inactivadas, y el niimero de moléculas
reactivadas. Las moléculas del represor que se inactivan pasan a hacer parte de esta poblacion.

2.3.2. Tetraciclina

Representa la concentracién de tetraciclina dentro el macréfago. La tetraciclina es un antibidtico que
inhibe la produccién de proteinas bacterianas [7]. Como se indicé previamente, la tetraciclina entra en
contacto con el represor e inactiva una fraccién de dichas moléculas. Las moléculas inactivas ya no actian
como represores del gen de prueba.

A continuacién, se presenta la ecuacién que describe la dindmica de la tetraciclina:

dTet
dt

= —0ttlet —a-TR-Tet+ 63T Ri + Cu+ vI'Ri

La concentracién de tetraciclina en cada instante depende de cinco (5) factores:

1. Ndmero de moléculas degradadas, asociado al pardmetro d;;T'et (refleja la vida media del anti-
bidtico).

2. Numero de moléculas saturadas cuando la tetraciclina entra en contacto con el represor, asociado
al parametro a.

3. Numero de moléculas producidas en la degradacion del represor inactivo, asociado al pardmetro

3.
4. Aplicacién de la dosis externa del antibidtico, asociada al pardmetro (.

5. Numero de moléculas producidas en la reactivacion de los represores de tetraciclina, asociado al
parametro v.

2.3.3. ARNm asociado a la produccion de la proteina verde fluorescente

Representa la concentracién del ARN mensajero asociado a la produccion de la proteina verde fluores-
cente dentro del macréfago. Como se indicé previamente, la manera de determinar el nivel de expresion
del gen de trabajo es a través de la proteina verde fluorescente (GFP) [1]. Al inicio del experimento
se introdujo ARN mensajero de esta proteina junto al gen de prueba, de modo que cuando se expresa
este gen también se expresa el gen GFP y se produce la proteina verde fluorescente. La efectividad del
silenciamiento genético puede analizarse a partir de la concentracién de esta proteina [1].

El ARNm GFP es producido en la transcripcién del ADN de la célula y luego este es tomado por los
ribosomas para sintetizar la proteina verde fluorescente [1].

A continuacion, se presenta la ecuacién que describe la dindmica del ARNm asociado a la produccién
de la proteina verde fluorescente:
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La concentracién de ARNm GFP en cada instante depende de dos (2) factores:
1. Ntimero de moléculas degradadas, asociado al pardmetro d; (refleja la vida media de la molécula).
2. Numero de moléculas producidas bajo el efecto del represor de tetraciclina.

La concentracion de ARNm GFP se ve afectada negativamente por la concentracion del represor de
tetraciclina. Cuando aumenta la concentracién del represor, disminuye la produccién de ARNm GFP, y
cuando disminuye, la produccién de ARN GFP aumenta. Segin lo anterior, se espera que ante una dosis
de antibidtico (tetraciclina) se reduzca la concentracién de represor activo y se aumente la concentracién
de ARN GFP, reflejando asf la expresién del gen de prueba [1].

2.3.4. Proteina verde fluorescente

Representa la concentracién de proteina verde fluorescente dentro del macréfago. Esta proteina es
sintetizada en los ribosomas del macréfago a partir del ARN mensajero disponible [1].

A continuacién, se presenta la ecuacién que describe la dinamica de la proteina verde fluorescente:

dGFP

at = —0GFP +~vARNmgrp

La concentracién de proteina GFP en cada instante depende de dos (2) factores:
1. Ndmero de moléculas degradadas, asociado al pardmetro o (refleja la vida media de la molécula).

2. Numero de moléculas sintetizadas por los ribosomas a partir del ARNm, asociado al pardametro .

2.3.5. Parametros del Modelo

A continuacién, se presenta una tabla con los pardmetros utilizados en el modelo.

Parametros Valor
o1 0.06931
Oo 0.00193
03 0.1733

OTet 0.00136
¢ 10000
a 1,0 x 1076
n 3
K 29.97576
n 2
B 1
y 20
v 0.1

Cuadro 1: Pardmetros del Modelo [1]

2.4. Diagrama de Bloques

A continuacién, se presentan los diagramas de bloques del sistema dindmico. El modelo se conforma
por cinco ecuaciones distintas que fueron representados como subsistemas.

En la siguiente figura se presenta la macro-sistema dindmico.
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Figura 2: Macro-Sistema Dindmico

En la siguiente figura se presenta el subsistema que representa el comportamiento del represor activo
de tetraciclina.
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Figura 3: Subsistema Concentracién de Represor Activo de Tetraciclina

En la siguiente figura se presenta el subsistema que representa el comportamiento del represor inactivo
de tetraciclina.
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Figura 4: Subsistema Concentracién de Represor Inactivo de Tetraciclina

En la siguiente figura se presenta el subsistema que representa el comportamiento de la tetraciclina.
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Figura 5: Subsistema Concentracién de Tetraciclina

En la siguiente figura se presenta el subsistema que representa el comportamiento del ARN mensajero

de la proteina verde fluorescente.
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Figura 6: Subsistema Concentracién ARNm de la Proteina Verde Fluorescente

En la siguiente figura se presenta el subsistema que representa el comportamiento de la proteina verde

fluorescente.
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2.5. Métodos de Simulacion

Para la simulacién del sistema dindmico se utiliza el paquete de software Simulink. Se realizé la
simulacién de los escenarios con los siguientes parametros.

Parametro Valor
Unidad de tiempo Segundo
Tiempo inicio 0
Tiempo fin 9000
Solver odel (Euler)
Paso 0.01

Cuadro 2: Parametros de la Simulacién

3. Resultados

A continuacion, se presentan los resultados de la simulaciéon bajo dos escenarios, A y B.

En la siguiente tabla se indican las concentraciones iniciales de cada molécula.

Molécula Valor
TRy 2860
T Rig 0
Teto 0
ARNmGFP, 0
GF Py 0

Cuadro 3: Concentraciones Iniciales de Moléculas [1]

3.1.

En este escenario no se administra la dosis del antibiético. La concentracion de tetraciclina, como se
ha indicado antes, parte de una dosis externa, y bajo estas condiciones siempre sera igual a cero. Debido
a esto, no se inactivan moléculas del represor y la concentracién del represor inactivo también serd igual
a cero.

Escenario A. No se administra la dosis de antibiotico



3.1.1. Principales Resultados del Escenario A
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Figura 8: Concentracién del Represor de Tetraciclina Activo en el Escenario A

La concentracién del represor activo, que inicia en 2.860 moléculas, crece por 150 segundos hasta
llegar a aproximadamente 3.000 moléculas.

Explicacién del fenédmeno: Ya que no hay antibidtico en la célula, la concentracién del represor
activo solo depende de su tasa de degradacién (d3) y de la tasa de produccién de su ARN mensajero (1),
estas dos se nivelan al alcanzar el punto antes mencionado. Estas conclusiones se derivan de la ecuacion
diferencial que explica la dindmica del represor activo de tetraciclina.
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Figura 9: Concentraciéon del ARNm GFP en el Escenario A

Cémo se ha explicado previamente, la dindmica del ARN mensajero de la proteina verde fluorescente
(GFP) depende de la concentracién del represor activo dentro del macréfago. En este escenario la con-
centracién del ARNm GFP crece rapidamente hasta llegar a las 1,5 x 10~3 moléculas.

Explicacién del fenémeno: Debido a la produccién base del receptor de tetraciclina, explicada en
el punto anterior, se sintetiza una concentraciéon minima de moléculas de ARN mensajero de la proteina
GFP. Estas conclusiones se derivan de la ecuacion diferencial que explica la dindmica del ARN mensagjero
de la proteina verde fluorescente.

10



Concentracion de la Proteina Verde Fluorescente - Escenario A
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Figura 10: Concentraciéon de Proteina Verde Fluorescente GFP en el Escenario A

La concentracién de la proteina verde fluorescente crece por 3.000 segundos hasta llegar a aproxima-
damente a 15 moléculas.

Explicacién del fenémeno:. La produccién basal de ARN mensajero GFP | explicada en el punto
anterior, da a lugar a la sintesis de la protefna verde fluorescente (GFP) proporcional al pardmetro de
tasa de sintesis en la transcripcion (). Estas conclusiones se derivan de la ecuacidn diferencial que
explica la dindmica de la proteina verde fluorescente.

3.1.2. Retrato de Plano de Fase del Escenario A
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Figura 11: Retrato de Plano de Fase TR vs. GFP en el Escenario A

En la figura anterior se relaciona el comportamiento del represor de tetraciclina y de la proteina
verde fluorescente. El retrato de plano de fase fue construido a partir de 10 simulaciones del modelo con
diferentes valores iniciales. Se estima un punto de equilibrio estable en aproximadamente 3.000 moléculas
de represor y 15 moléculas de proteina verde fluorescente ya que existe una trayectoria progresiva hacia
este. Barbosa reporta en su tesis los mismos hallazgos [1].

3.1.3. Analisis de los Resultados del Escenario A

En resumen, sin dosis de antibidtico existe una produccién organica del represor activo que para de
crecer en 3.000 moléculas, lo que se traduce en una generacién basal de 1,5 x 1072 moléculas de ARNm
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GFP y 15 de la proteina verde fluorescente (GFP).

Las concentraciones se estabilizan por dos aspectos,
= No hay tetraciclina que inactive el represor disponible.

= Las tasas de degradacion y produccion de cada molécula se compensan luego de cierto periodo de
tiempo.

A partir del retrato de plano de fase se estima un punto de equilibrio estable en 3.000 moléculas de
represor y 15 moléculas de proteina verde fluorescente.

En conclusion, los resultados previos son consistentes con lo reportado por Barbosa en este mismo
escenario [1]. El sistema se comporta como lo describe la teorfa: sin antibi6tico no hay expresién signi-
ficativa del gen, lo que puede evidenciarse en la concentracién base del represor de tetraciclina y de la
proteina verde fluorescente.

3.2. Escenario B. Administracién de una sola dosis

Bajo este escenario se administra una dosis de 10.000 moléculas de antibidtico (tetraciclina) en
t=4.500 segundos. La entrada corresponde a un pulso.

3.2.1. Principales Resultados del Escenario B

Concentracion del Represor de Tetraciclina Activo - Escenario B
T T T T T T T T T T
3200 b

3000 B

2800 - ~ B
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1800 B

1600 £t 1 I I 1 1 1 I I L
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Figura 12: Concentracién del Represor de Tetraciclina Activo en el Escenario B

El represor activo se encuentra en el punto de equilibrio de 3.000 moléculas, cuando se aplica la dosis
de tetraciclina. En ese momento, se reduce casi de inmediato la concentracién en aproximadamente 1.300
moléculas, pero luego vuelve a crecer hasta alcanzar el estado original.

Explicacién del fenémeno: La reduccién de la concentracién se debe a que la dosis de tetraciclina
entra en contacto con el represor y una fraccién de este 1ltimo se inactiva. Cuando el represor se inactiva
pasa a ser represor inactivo (T'Ri). Sin embargo, un tiempo después la tetraciclina se satura y pierde
efecto sobre el represor, permitiéndole retornar al punto de equilibrio. Estas conclusiones se derivan de
la ecuacion diferencial que explica la dindmica del represor activo de tetraciclina.
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Concentracion del Represor de Tetraciclina Inactivo - Escenario B
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Figura 13: Concentracion del Represor Inactivo de Tetraciclina en el Escenario B

El represor inactivo es la poblacién complemento al represor activo, de modo que cuando aumenta
el inactivo se reduce el activo en la misma cantidad y viceversa. El represor inactivo tiene concentracion
cero antes de aplicar la dosis de antibiético. Cuando esta se aplica, se inactivan aproximadamente 1.300
moléculas del represor y pasan a ser parte de esta poblacién.

Concentracion de Tetraciclina - Escenario B
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Figura 14: Concentracién de Tetraciclina en el Escenario B

La tetraciclina ingresa al sistema en la dosis aplicada. En los primeros instantes su concentracion se
reduce rapidamente en aproximadamente 1.300 moléculas. Luego la concentracién se reduce lentamente
con tendencia a volver a cero.

Explicacién del fenémeno: Ingresan 10.000 moléculas de tetraciclina de las cuales se saturan casi
de inmediato 1.300 en el contacto con el represor. Luego las moléculas restantes se degradan a una tasa
dret- No existe tasa de sintesis ya que esta molécula es externa. Estas conclusiones se derivan de la
ecuacion diferencial que explica la dindmica de la tetraciclina.
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%102 Concentracion del ARNm GFP - Escenario B
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Figura 15: Concentraciéon del ARNm GFP en el Escenario B

Explicacién del fenémeno: El represor activo disminuye de manera importante cuando se aplica
la dosis de antibiético, esto da oportunidad al niicleo de aumentar la tasa de transcripcién del ARN
del gen de interés y por tanto también del gen que regula la produccién de proteina verde fluorescente
(ARNm GFP). Sin embargo, luego de pasar el efecto antibidtico, la tasa de transcripcién vuelve a su
valor original y el ARN mensajero retorna a su valor de equilibrio. Estas conclusiones se derivan de la
ecuacion diferencial que explica la dindmica del ARN mensajero de la proteina verde fluorescente.

Concentracion de la Proteina Verde Fluorescente - Escenario B
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25+ B

20 - b

Moléculas

1 | | 1 1 | | 1 1 |
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000 9000
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Figura 16: Concentracion de Proteina Verde Fluorescente GFP en el Escenario B

Luego de la aplicacién de la dosis, la concentracién de la proteina verde fluorescente crece hasta
alcanzar un maximo de aproximadamente 28 moléculas. Luego de llegar a este punto, la concentracion
decrece hasta llegar a su valor de equilibrio.

Explicacién del fenédmeno: La cantidad de proteinas sintetizadas en los ribosomas aument6 cuando
se dispard la transcripciéon de su ARN mensajero. Sin embargo, el efecto sobre la transcripcién se pierde
mientras se elimina toda la tetraciclina circundante, reduciendo asi la tasa de sintesis de la proteina,
retornando la concentracion a su estado estable. Fstas conclusiones se derivan de la ecuacion diferencial
que explica la dindmica de la proteina verde flourescente.
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3.2.2. Retrato de Plano de Fase del Escenario B
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Figura 17: Retrato de Plano de Fase TR vs. GFP en el Escenario B

En la figura anterior se relaciona el comportamiento del represor de tetraciclina y de la proteina
verde fluorescente. El retrato de plano de fase fue construido a partir de 10 simulaciones del modelo
con diferentes valores iniciales. Se estima el mismo punto de equilibrio estable previamente identificado
en el escenario A en aproximadamente 3.000 moléculas de represor y 15 moléculas de proteina verde
fluorescente ya que existe una trayectoria progresiva hacia este. Barbosa reporta en su tesis los mismos
hallazgos [1].

3.2.3. Analisis de los Resultados del Escenario B

En resumen, al aplicar una dosis de antibiético una fracciéon del represor se inactiva rapidamente,
reduciendo el efecto inhibidor sobre la transcripcién del ARNm GFP, desencadenando asi una produccién
acelerada de proteina verde fluorescente. Sin embargo, luego de un tiempo el antibidtico se satura y se
degrada, de modo que su concentracién decrece permitiendo al sistema retornar al estado original.

A partir del retrato de plano de fase se estima un punto de equilibrio estable en 3.000 moléculas de
represor y 15 moléculas de proteina verde fluorescente.

En conclusién, los resultados previos son consistentes con lo reportado por Barbosa en este mismo
escenario [1]. El sistema se comporta como lo describe la teorfa: las dosis de antibidtico, como entradas
pulso, tienen un efecto momentaneo sobre la produccién de proteina verde fluorescente sin embargo el
sistema tiende a regresar a su punto estable.

3.3. Linealizacion y Analisis de Estabilidad

Debido a que el sistema dinamico trabajado es no lineal es necesario utilizar la técnica de linealizacién
para determinar la estabilidad sobre los puntos de equilibrio. Claramente, para linealizar el modelo es
necesario precisar primero los puntos de equilibrio en cuestion.

3.3.1. Puntos de Equilibrio

Segun los retratos de plano de fase presentados antes, se estima que el sistema tiene un punto de
equilibrio estable en aproximadamente 3.000 moléculas de represor y 15 moléculas de proteina verde
fluorescente. Sin embargo, esto solo es una estimacién y por tanto es necesario determinar de manera
precisa todos los puntos de equilibrio del sistema. Para esto, se igualan las ecuaciones diferenciales a cero
y se resuelve el sistema de ecuaciones resultante.
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En MATLAB utilizando la funcién vpasolve se determiné que bajo una entrada cero, existe un tinico
punto de equilibrio, el cual se presenta a continuacion.

Molécula Valor
TR 2998.26
TRi 0
Tet 0
ARNmgrp | 0.00144
GFP 14.94

Cuadro 4: Punto de Equilibrio en Entrada Cero

El punto de equilibrio calculado coincide aproximadamente con el punto identificado en los retratos
de plano de fase.

Bajo una entrada constante de una (1) dosis de antibiético, el sistema pasa a otro punto de equilibrio.

Molécula Valor
TR 47.09
TRi 2,951.17
Tet 7,352,941.17

ARNmgrp 4.16
GFP 43,111.88

Cuadro 5: Punto de Equilibrio con una (1) Dosis Constante de Antibidtico

Para determinar las expresiones que definen de manera general los puntos de equilibrio se utiliz6
la libreria SymPy de Python, la cual permite resolver sistemas de ecuaciones no lineales de manera
simbodlica. Los puntos de equilibrio del sistema se describen de la siguiente manera:

TR = ARNpp g Otet) (63 + v)
93 (ayu + 830tet + Orerv)

TRi = ARN 0117t
93 (ayu + 030ter + Orerv)
YU

Tet =
5tet

ARN = h
mGFP - (5 ARNWLTR(StetW(&BJ"U) " 1
1 ((K&g(a’yu+535tet+5tetv)) + )
B bic
GFP = ARNyp p Stetn(93+0)

0102 (( )n+1)

Se puede evidenciar que los puntos de equilibrio dependen de la cantidad de dosis aplicadas (u).

Ko3(ayu+030tet+0tetv)
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3.3.2. Modelo Lineal

Se plantea el sistema lineal de la siguiente forma.

T = Az + Bu

Se calculan los jacobianos respectivos y se obtiene el siguiente modelo lineal. La matriz A fue calculada
utilizando la funcién jacobian de la libreria de computo simbdlico SymPy.

—Teta — 3 v —TRa« 0 0 0
Teto —03 — v TRa 0 0 0
i ;T(e:g)n 03+v —TRa—064; O 0 " 0 u
——K) 0 0 5 0 0
TR((R)" 1) 1 10000
0 0 0 v —0g

Evaluacién de Estabilidad en el Punto de Equilibrio de Entrada Cero Se evalia el mode-
lo lineal en el punto de equilibrio de entrada cero (cuadro 4). La matriz Ay resultante se presenta a
continuacion:

-0,0173 0 O 0 0
0 0 0 0 00
Ay = 0 0 0 0 00
0 0 0 -0,0693 00
0 0 0 20,0000 —0,00190

Se obtienen los valores propios de Ag.

—0,0019

—0,0693

eig(Ag) = |—0,0173
—0
—0

Segun lo anterior, el sistema es estable en el punto de equilibrio de entrada cero, ya que los signos de
la parte real de los autovalores son negativos.

Evaluacion de Estabilidad en el Punto de Equilibrio con una Dosis Constante de Antibiético
Se evalia el modelo lineal en el punto de equilibrio con una (1) dosis constante de antibiético (cuadro
5). La matriz A; resultante se presenta a continuacién:

—73,5467  0,1000 —0,0005 0 0
73,5294 —0,1173  0,0005 0 0
Ay = |-735294 0,1173 —0,0018 0 0
—0,0087 0 0 —0,0693 0

0 0 0 20,0000 —0,0019

Se obtienen los valores propios de A;.

—0,0019
—0,0693
eig(Ay) = | —73,6472
~0,0014
—0,0173

Segun lo anterior, el sistema es estable en el punto de equilibrio con una (1) dosis constante de
antibiotico, ya que los signos de la parte real de los autovalores son negativos.
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Evaluaciéon de Estabilidad con u Dosis Constantes de Antibiético Se evalua el modelo lineal
en el punto de equilibrio asociado la dosis u. La matriz A, resultante se presenta a continuacion:

— b — Cau v . ARNpppy Stetna(dz+v) 0
37 Gier 05(030tet+0tetvt+Cau)
Cau Y ARNmTR5tetna(53+v)
Otet 3—0 03 (535t6t+5t€(t§1—:_{a)u)
_Sou - mpgOtetno(dstv)
Au = ARN. 5t0tm(5 6ft> 03 +v 03(030¢ct+0tetv+Cau) Otet 0 0
Otetn(d3+v n
53b1n( K‘53(5?5’1t—'£+5tctv+Cau)) (636f""f‘+5""~tv+<0‘u) 0 0 5 0
_ ARNp o 0tetn(03+0) \ 7 3 —
ARNm,TRétetTl(tss-i-v) (( KJB(‘SB(;TS‘F;f,etW‘FCQu)) +1)
0 v =02

Los autovalores de la A, permiten determinar la estabilidad de cualquier punto de equilibrio del
sistema. No se presentan los autovalores en este escenario debido a su complejidad de calculo.

3.4. Control

Cémo se ha mencionado previamente, el objetivo del modelo revisado es representar la dindmica de
expresion genética del macréofago infectado. Se ha comprobado, a través de los hallazgos, que es posible
utilizar tetraciclina para alterar la transcripcién de ARN y producir més o menos proteinas de interés.
Cabe recordar, que el parésito infecta a la célula cuando ciertas proteinas de ambos organismos inter-
actian. Sabiendo lo anterior, modular el proceso infeccioso involucra reducir la produccién de
proteinas, previamente identificadas como “riesgosas”, a un nivel 6ptimo donde el parasito
no pueda utilizarlas para infectar y la célula no pierda su funcién normal.

Dentro del modelo, como se ha indicado antes, la concentracién de la proteina verde fluorescente es
una evidencia de cierta expresion genética, de modo que puede ser utilizada para estimar la poblacién de
otras proteinas. En este escenario, asumiremos que cuando la poblacién de proteina verde fluorescente
aumenta, la poblaciéon de proteinas “riesgosas” disminuye proporcionalmente.

El investigador tiene dos opciones para controlar el sistema. La primera, es aplicar una dosis constan-
te conociendo el punto de equilibrio asociado a esta. Para esto puede utilizar las formulas de la seccion
3.3.1 y despejar la dosis necesaria para alcanzar los niveles deseados en las moléculas. Se desconoce si este
enfoque es técnicamente viable, en su ejecucion y en la posibilidad de afectar de manera permanente a la
célula. El segundo enfoque, es aplicar dosis periddicas de tetraciclina con concentraciones determinadas
por un controlador PID. El control a aplicar en este trabajo se basa en el segundo enfoque.

Primero se define un set point o valor objetivo. No se posee informacién acerca de los niveles 6pti-
mos de las poblaciones que utiliza el grupo de investigacion, asi que se toma un valor arbitrario de 100
moléculas de proteina verde fluorescente. A continuacién, se presenta una figura de la implementacion.

macrophages_gene_expression_model

w0

ARNmMGFP > [:]

ARNmMGFP
arp >

100

dx/dt

Target

Figura 18: Sistema de Control PID

18




El bloque controlador recibe el error en la poblacién de la proteina con respecto al objetivo a alcanzar,
este aplica un control proporcional, integral, y diferencial sintonizado para llegar al set point suavemente.
La senal se satura de cero a infinito porque no existen correcciones de dosis negativas. Adicionalmente,
se aplica una operacién para estimar el nimero de dosis necesarias en el ajuste. El control se aplica
cada 1.000 segundos. Cabe recordar que si se deja de aplicar la dosis, como se explicd antes, el sistema
retornard al punto de equilibrio estable de 15 moléculas de la proteina.

A continuacién se presentan los parametros del controlador PID.

Parametro Valor
P 0,00179853319781138
I 1,40157110989961 x 106
D 0,568983634209968
N 0,338204342149281

Cuadro 6: Pardmetros del Controlador PID

A continuacién se presentan los resultados del control sobre la proteina verde fluorescente. Se excluye
del analisis las deméas poblaciones ya que para el control planteado no son de interés.

140 Concentracion de Proteina Verde Flourescente - Control PID
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Figura 19: Concentracién de la Proteina Verde Fluorescente - Efecto Controlador PID

Se ajustaron los parametros de diferentes maneras y se seleccionaron aquellos que suavizaron mejor
el crecimiento de la proteina. Se realizé un esfuerzo para minimizar el crecimiento acelerado inicial para
evitar reducir muy significativamente la proteina “riesgosa’, ya que esta seguramente tiene otra funciones
celulares que no deben afectarse. Como se evidencia en la figura es posible aplicar dosis periddicas para
mantener la concentracion de proteinas cerca del nivel deseado. No fue posible encontrar parametros que
mejoraran la variabilidad sobre el set point, ya que como se puede visualizar las fracciones de dosis de
ajuste pierden su efecto rdpidamente (aproximadamente en 1000 segundos o 17 minutos).

El investigador dispone de intervalos de aproximadamente 17 minutos para analizar el comportamien-
to de la proteina verde fluorescente, la proteina “riesgosa”, y el parasito.

Barbosa aplica en su investigacién un anélisis de matriz de controlabilidad sobre el sistema linealizado
y determina que este es controlable mientras el receptor de tetraciclina no sea cero [1]. En su trabajo
determina que el sistema es completamente controlable debido a que la matriz de controlabilidad de 4 x 4
tiene rango 4.

Los resultados sugieren que la cantidad de proteina verde fluorescente es controlable a partir de dosis
periddicas de antibidtico.
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3.5. Estimacién de Parametros

En el trabajo de Barbosa no se reporta el valor del pardmetro ARN,, .., €l cual corresponde a la tasa
de produccién del represor de tetraciclina con respecto a su ARN mensajero. Razén por la cual origi-
nalmente se realiz6 una estimacién simplificada y se obtuvo un valor de 17.33 moléculas por transcripcion.

Este parametro es de suma importancia, ya que regula directamente la produccién basal del repre-
sor, por tanto es necesario obtener una estimacion més acertada de su valor a partir de la informacion
disponible. Como valores de referencia se utilizaran las concentraciones reportadas de la proteina verde
fluorescente en distintos momentos del tiempo bajo el escenario de entrada cero (sin dosis de tetracicilina).

Bajo una entrada cero, Barbosa reporta las siguientes concentraciones de la proteina verde fluorescente

.

Tiempo (seg) | Moléculas
0 0

1500 14.8
3000 14.9
4500 14.99
6000 14.999
7500 14.9999
9000 15

Cuadro 7: Concentraciones reportadas de la proteina verde fluorescente bajo la entrada cero

La estimacién de parametros se ejecuté en Simulink, aprovechando las herramientas disponibles de
andlisis de sistemas dindmicos. A continuacién, se reporta el valor estimado por el paquete de software.

ARN,,., = 17,298001

El valor estimado en MATLAB es maés acertado que el originalmente asignado, lo cual permite
replicar con mayor exactitud los resultados reportados por Barbosa. La siguiente figura muestra en rojo
la concentracién de la proteina verde fluorescente con el parametro estimado y en azul las concentraciones
tomadas de los resultados de Barbosa.

GFP
:

Measured
Simulated

Moleculas

ann 2000 an00 4000 000 ROOO AN0 00
1000 2000 3000 4000 5000 6000 000 8000

Tiempo (Segundos)
Figura 20: Concentracién de proteina GFP en la estimacién de parametros

La estimacion es razonable ya que el modelo mantiene su comportamiento y se ajusta mejor a los
valores reportados de las concentraciones de moléculas en el macréfago.

4. Discusion

A grandes rasgos, el silenciamiento genético es la alteracién de la expresiéon de ciertos genes de un
microorganismo. Su enfoque principal hoy en dia es combatir enfermedades como el cancer, enfermedades
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neurodegenerativas, y enfermedades infecciosas. Este método se conoce como “Knock-Down” ya que a
diferencia de otros métodos como CRISPR, no elimina el gen sino que lo reduce a una minima expre-
sién [4]. El silenciamiento genético a tomado fuerza en los dltimos afios debido a la capacidad que ofrece
de experimentar sobre la genética de los organismos y explorar en detalle sus componentes funcionales [4].

Existen otros métodos de modificacién genética, como CRISPR, el cual es una herramienta que per-
mite modificar genes especificos en el ADN, cambiar su comportamiento o hasta incluso eliminarnos por
completo [9]. CRISPR es mds poderoso que el silenciamiento genético, pero esto viene a un precio, el
riesgo. El riesgo de modificar un componente esencial del organismo y danarlo en un nivel practicamente
irreversible. El silenciamiento genético se enfoca en el ARN mensajero y su efecto es temporal, mientras
que CRISPR se enfoca en el ADN y su efecto suele ser permanente [3].

Escoger la herramienta apropiada para una investigacion en genética suele ser un trabajo complejo,
existen gufas que apoyan la toma de decisiones segin las caracteristicas de la misma [2]. Adicionalmente,
debe tenerse en cuenta que existen barreras éticas y legales frente al uso de estas en mamiferos y en
humanos [10].

Los resultados de este trabajo verifican que es posible utilizar silenciamiento genético con antibidticos
para modular la expresion de los genes asociados al proceso infeccioso de Leishmaniasis. Se desconocen
las razones por las cuales el grupo de investigacién seleccioné este método, pero puede inferirse que
fue debido a la posibilidad de estudiar genes esenciales y no esenciales. Es posible trabajar sobre genes
esenciales, es decir, aquellos que el macréfago necesita para su correcto funcionamiento [6], debido a que
el efecto del silenciamiento es temporal y potencialmente reversible. Como se evidencié en los resultados,
el sistema se perturba con la dosis de antibiético pero tiende a volver a su punto de equilibrio estable,
esto explica porqué el control debe aplicarse a través de dosis periédicas.

Si el grupo de investigacion sospecha que los genes asociados a las proteinas “riesgosas” son no esen-
ciales, seria importante que evaluaran la posibilidad de utilizar CRISPR para modificarlos o incluso
eliminarnos, ofreciendo nuevas oportunidades para el tratamiento y prevencién de la enfermedad. Si los
genes se presumen esenciales, su enfoque deberia centrarse en encontrar las concentraciones éptimas de
las proteinas que permitan reducir la posibilidad de infeccién y mantener la funcionalidad celular intacta.

Hipétesis acerca de la aplicaciéon de CRISPR
Si se utiliza el método CRISPR se esperaria que bajo el procedimiento de modificacion genética, au-
mentara la producciéon de proteina verde fluorescente hasta llegar a un punto de equilibrio estable que
representa el silenciamiento completo del gen de interés. El punto de equilibrio es estable ya que la
modificacién genética es irreversible.

5. Conclusiones

A continuacién, se presentan las conclusiones del trabajo.

= El modelo dindmico planteado por Barbosa [1] es consistente con los resultados presentados en
su tesis. Los resultados de este trabajo coinciden con los de Barbosa. Se concluye entonces que el
modelo es apto para su utilizacién en la investigaciéon de Leishmaniasis.

= Los resultados del modelo analizado son congruentes con los principios del silenciamiento genético.
Las poblaciones de moléculas se comportan efectivamente como se describe en la teoria.

» Existen diferencias no significativas entre los resultados de Barbosa [1] y el modelo dindmico im-
plementado en este trabajo, esto se debe al desconocimiento preciso de la tasa de produccion del
represor de tetraciclina con respecto a su ARN mensajero.

= Segun los resultados obtenidos es posible utilizar el antibiético tetraciclina para modificar la ex-
presiéon de un determinado gen de interés en un macréfago infectado con Leishmaniasis Visceral.
Esto da paso a los investigadores en el tema a utilizar el modelo para continuar con el desarrollo
de vacunas y tratamientos para controlar o incluso evitar la infeccién.

= A partir del proceso de linealizacion, se determina que los puntos de equilibrio del sistema dependen
de la dosis de antibiético aplicada. En una entrada cero, el represor de tetraciclina se estabiliza en
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aproximadamente 3.000 moléculas y la proteina verde fluorescente en 15 moléculas. Existen otros
puntos de equilibrio con dosis constantes de antibiético. Los puntos de equilibrio analizados son
estables segun el criterio de los autovalores del sistema linealizado.

Es factible controlar la produccién de proteina verde fluorescente con dosis periédicas de antibidtico.
Los resultados sugieren que es posible acercarse a los valores objetivo con una cierta variabilidad.

La tasa de produccién del represor de tetraciclina con respecto a su ARN mensajero fue estimada
en 17.298 moléculas por transcripcion luego de ejecutar el proceso de estimacién de pardmetros.
Esta asignacién permite replicar de manera mas exacta los resultados reportados por Barbosa.

Existen diversos métodos de modificacién genética, cada uno con impactos distintos sobre la inte-
gridad biolégica del organismo. Estos métodos requieren primero de determinar con total certeza
cuales genes son esenciales y cuales no. Esta clasificacién permitird en gran medida seleccionar la
via més adecuada.

Si los genes asociados a las proteinas “riesgosas” son clasificados como no esenciales, debe explorarse
la utilidad del método CRISPR. En caso contrario, debe definirse al mayor nivel de exactitud posible
las fronteras de accién para modular la infeccién sin afectar la cohesién interna del macréfago.

Seria interesante incluir dentro del modelo restricciones frente al nimero de dosis de antibidtico a
aplicar a un macroéfago para contrarrestar la infeccion sin afectar negativamente el funcionamiento
del glébulo blanco. Actualmente, el modelo permite aplicar altas dosis de antibidtico de manera
continua sin ninguna estrategia de control.

Seria interesante plantear un modelo similar al revisado que trabaje con promotores y no con
represores de ARN mensajero. Es decir, un modelo que ante una cierta concentracién de sustancia
promueva la sintesis de proteinas sin la necesidad de una modificaciéon genética inicial.
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