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Resumen

El cancer de mama representa una de las principales causas de mortalidad en mujeres a nivel
mundial, por lo cual es de importancia estudiar y entender como se lleva a cabo la progresion
tumoral a nivel celular para proponer algunos mecanismos que permitan un diagndstico temprano
0 un tratamiento dirigido. En esta investigacion se realizé un enfoque desde la biologia de sistemas
para modelar matematicamente la red de regulacion genica del gen KIF2C, una kinesina implicada
en la dinamica de los microtdbulos y en la estabilidad gendmica durante la mitosis y que se
presume esté involucrado en la progresion del cancer de mama. Se construyé un modelo utilizando
herramientas como CellDesigner bajo los estandares SBML, SBGN, empleando una cinética
elemental y bajo la aproximacion de la ley de accion de masas. EI modelo se construyé y alimentd
con base a la informacion reportada en bases de datos bibliograficos y biologico tales como KEGG,
Reactome y Gene Ontology, PUBMED, entre otras. EI modelo construido contiene 1714
reacciones y permite simular escenarios de sobreexpresion de KIF2C y su impacto en procesos
biologicos como; la apoptosis, el ensamblaje del cinetocoro, la condensacion y segregacion
cromosomica, la proliferacion celular y el punto del ensamblaje del huso, el punto de control del
dafio del DNA, el ciclo celular, la organizacion del citoesqueleto y citogénesis y la mitosis. Los
resultados revelan que la sobreexpresion de KIF2C podria provocar inestabilidad cromosémica, la
cual se asocia con el desarrollo y progresion del cancer de mama, especialmente en su subtipo
triple negativo. Esta investigacion sugiere que KIF2C podria representar un biomarcador
diagndstico y un blanco terapéutico en este tipo de cancer.

Abstract

Breast cancer represents one of the leading causes of mortality among women worldwide,

making it essential to study and understand tumor progression at the cellular level in order to



propose mechanisms for early diagnosis or targeted treatment. In this research, a systems biology
approach was employed to mathematically model the gene regulatory network of the KIF2C
gene—a kinesin involved in microtubule dynamics and genomic stability during mitosis, and
which is presumed to play a role in breast cancer progression. A model was constructed using
tools such as CellDesigner, following SBML and SBGN standards, employing elementary
kinetics under the mass action law approximation. The model was built and informed based on
data reported in bibliographic and biological databases such as KEGG, Reactome, Gene
Ontology, and PubMed, among others. The resulting model includes 1,714 reactions and allows
for the simulation of KIF2C overexpression scenarios and their impact on biological processes
such as apoptosis, kinetochore assembly, chromosome condensation, cell proliferation, spindle
assembly checkpoint, chromosome segregation, DNA damage checkpoint, cell cycle,
cytoskeleton organization and cytokinesis, and mitosis. The results reveal that KIF2C
overexpression may lead to chromosomal instability, which is associated with the development
and progression of breast cancer, particularly in the triple-negative subtype. This study suggests
that KIF2C could serve as a diagnostic biomarker and therapeutic target in this type of cancer.

Introduccion

El cancer de mama es una enfermedad de alta
incidencia y la principal causa de fallecimiento
entre la poblacion femenina a nivel global, con
una tasa anual de casos alrededor de 1.7 millones,
[6].

La compleja etiologia de este tipo de cancer
involucra diversos factores, en los que se
destacan, el envejecimiento, las particularidades
mamarias, los patrones reproductivos y las
mutaciones genéticas. Considerando su amplio
espectro molecular e histolégico el cancer de
mama se puede clasificar en diferentes subtipos
los cuales son; luminal A, luminal B, HER 2
positivo y cancer de mama triple negativo

(TNBC), cada uno con sus propias caracteristicas

moleculares y receptores hormonales como los
receptores de estrogeno positivos (ER+) vy
receptores de progesterona positivos (PR+) [6].
La inmunidad antitumoral surge como un
componente vital en la lucha contra el cancer de
mama. Células clave como las células asesinas
naturales (NK), los linfocitos y las células T
CD8+, las cuales tienen la capacidad de acabar
con las células tumorales. No obstante, el
contexto del tumor puede llegar a limitar su
eficacia, lo que no deja mas que deslumbrar la
gran necesidad que existe en comprender como
funciona la interaccion entre el sistema
inmunitario y el cancer de mama [6].

La propagacion descontrolada del cancer de

mama de cerca de 2.3 millones de nuevos casos



reportados en 2020, evidencia la necesidad de
lograr identificar nuevos biomarcadores y
estrategias terapéuticas. Durante la Gltima década,
los obstaculos encontrados en el tratamiento, la
resistencia a los medicamentos y la dificultad de
su pronostico, han resultado en la necesidad de
explorar nuevas vias terapéuticas enfocadas en
mecanismos moleculares subyacentes en su
patogénesis. Esta comprension se vuelve critica
para el desarrollo de nuevas estrategias mas
eficaces y personalizadas que permitan tanto su
deteccion como su tratamiento [7].

Las kinesinas, son una superfamilia de proteinas
motoras que cumplen una funcion de suma
importancia como transportadoras intracelulares
en los microtibulos del citoesqueleto. Su
capacidad para conducir cargas diversas como
organulos, complejos proteicos y mRNA a lo
largo de los microtubulos, todo dependiendo de
ATP, no solo ayuda en la morfogénesis celular y
en diversos procesos bioldgicos en la mitosis y
meiosis, sino que también se extiende a funciones
como la memoria, el aprendizaje y la asimetria
izquierda-derecha [6].

Dentro de la familia de kinesinas, se destaca el
miembro 2C (KIF2C), que se caracteriza por su
participacion tanto en la dindmica precisa de los
husos mit6ticos como en la regulacién del
rompimiento de la doble cadena del ADN. La
regulacion de KIF2C es crucial para poder
prevenir la transformacion maligna relacionada
con cambios en el contenido de ADN. Asimismo,
cumple un papel crucial en la inestabilidad

gendmica ya que, regula la segregacién

cromosémica  durante  la  mitosis, su
sobreexpresion favorece la proliferacion celular y
esté asociada con la progresion del cancer [7,8,9].
Se ha reportado que la eliminacién de algunas
kinesinas, como KIF2C, KIF3C, KIF22, KIF18A
y KIF24, promueven la inhibicion de la
proliferacion de células cancerigenas de mama,
promoviendo la busqueda de nuevas vias
terapéuticas [6].

De igual manera, KIF2C participa en maltiples
vias de sefializacion como las vias MEK/ERK,
mTOR, Wnt/ B-catenina y tienen participacion en
la regulacion del microambiente inmunoldgico
del tumor [7,8,9].

La inestabilidad genémica se define como
alteraciones del ADN: desde cambios de un Gnico
nucledtido hasta cambios en cromosomas
completos, esta puede dividirse en tres categorias
dependiendo de la alteracion genética [3]. La
primera es la inestabilidad de nucleo6tidos (NIN)
que se caracteriza por presentar una mayor
frecuencia de sustituciones de bases, deleciones e
inserciones de uno 0 unos pocos nucledtidos. La
segunda es la inestabilidad de microsatélites
(MIN o MSI) el cual es el resultado de defectos
en los genes de reparacién de errores de
apareamiento, que dirigen a la expansion y
contraccién de repeticiones cortas de nucle6tidos
llamados microsatélites; por Gltimo, esta la
inestabilidad cromosémica CIN, que se considera
la forma mas prevalente de la inestabilidad
gendmica y se caracteriza por los cambios en el
nimero tanto como en la estructura de los

cromosomas [3]. Si bien la inestabilidad es una



caracteristica que se encuentra en la mayoria de
los canceres humanos, los genomas del cancer si
pueden presentar una variabilidad considerable,
esta variabilidad puede ser tanto en la cantidad
como en el tipo de inestabilidad genémica que
albergan. Los fenotipos de la inestabilidad
implican el prondstico de la evolucion tumoral en
el paciente, asi como en el manejo clinico y
farmacolégico que se deberia realizar,
especialmente al elegir agentes terapéuticos [3].
De acuerdo con lo anterior, la inestabilidad
gendémica se considera un promotor de la
tumorogénesis, puesto que las constantes
modificaciones de los genomas de las células
tumorales causan la obtencion de nuevas
alteraciones del ADN, la evolucion clonal y la
heterogeneidad tumoral. Existen varias teorias
sobre el origen de la inestabilidad gendmica,
entre las que se destacan; el fenotipo mutador, el
estrés replicativo inducido por dafio del ADN, la
disfuncién telomérica y el fallo del punto de
control mitético [3].

Dichos cambios se diferencian en (i) la
suposicion de que tan temprano se produce la
inestabilidad en la tumorogénesis, (ii) los
mecanismos que llevan a la alteracién a nivel de
secuencia y (iii) si la inestabilidad inicia la
tumorogeénesis, 0 N0 €s Mas gque una consecuencia
de la transformacion maligna de la célula.
Aunque cada mecanismo presentado, puede
promover la expresién de los fenotipos de la
inestabilidad gendmica [3].

Se estima que, en total entre el 60% y 80% de los

tumores en humanos presentan anomalias

cromosomicas prometedoras de CIN. Y es que, la
CIN se correlaciona positivamente con el estadio
del tumor y se encuentra enriquecido tanto en las
muestras de tumores periédicos, como
metastasicos. Asimismo, las aneuploidias
complejas y la poliploidia resultantes de la
duplicaciéon del genoma completo, son
caracteristicas de los tipos de tumores que tienen
prevalencia por la metéstasis, la resistencia al
tratamiento y la disminucién de la supervivencia
general, como en los que se destaca para esta
investigacion el cancer de mama triple negativo
[4].

La gran capacidad de prevalencia de CIN no deja
mas que deslumbrar la gran cantidad de vias
relevantes para el cancer, cuya desregulacion se
ha implicado en la influencia de la segregacién
cromosémica mitética, y es que segun lo
reportado en literatura la sefializacion oncogénica,
el estrés de replicacion pre-mitética, y los
defectos en la replicacion del centrosoma, la
cohesién de las cromatidas hermanas, la
sefializacién del punto de control del ensamblaje
del huso o las uniones de microtdbulos a los
cromosomas inducen CIN. Ademas, entornos
metastasicos pueden perturbar la fidelidad de la
segregacion cromosomica durante el periodo de
la anafase [4].

Una proporcién importante de los defectos que
inducen CIN en el céncer coinciden en un
fenotipo mitético en el que las células en anafase
presentan cromosomas rezagados en la zona
media del huso. Estos cromosomas se conocen

como cromosomas rezagados y son resultado de



la union errénea de los microtdbulos a los
cinetocoros [4]. Otros signos de segregacion
cromosomica incorrecta durante la mitosis
incluyen puentes de cromatina, puentes de ADN
ultrafinos y fragmentos acéntricos, que no logran
establecer uniones directas a los microttbulos del
huso [4]. Asimismo, la aneuploidia y las
alteraciones cromosOmicas estructurales a gran
escala no son las Unicas consecuencias que se
pueden dar por causa del CIN y es que la
segregacion incorrecta de cromosomas puede
conllevar a reordenamientos focales, pero
altamente  complejos  conocidos  como
cromotripsis, la formacién de cromosomas de
doble minuto que son susceptibles de
amplificaciones masivas del namero de copias,
asi como ADN extra-cromosomico [4].

No obstante, a pesar de la amplia presencia de
CIN en el céncer humano, su papel en la
evolucién del tumor es sumamente compleja y
técnicamente paraddjica. Porque, por un lado,
CIN vy aneuploidias complejas se correlacionan
con la resistencia a agentes antineoplasicos, como
el taxol, tanto en lineas celulares derivadas de
tumores como en entornos clinicos. Las lesiones
metastasicas y las células tumorales circulantes
muestran evidencia de CIN y una mayor
heterogeneidad del namero de copias
cromosémicas. La segregacién cromosomica
incorrecta en tumores primarios se asocia con una
mayor probabilidad de diseminacion a distancia,
recaida e independencia de oncogenes en el
cancer de mama [4]. Sin embargo, los niveles

excesivos de CIN promueven una mayor

sensibilidad a terapias citotoxicas como
cisplatino y 5-fluorouracilo (5-FU) en cancer de
mama [4].

La relacién paraddjica que existe se da por la
complejidad de los fenotipos impartidos por CIN
en las células cancerosas y en el microambiente
tumoral, CIN genera heterogeneidad en el
namero de copias cromosémicas que promueve la
seleccion natural mejorando la amplitud tumoral
y facilitando la evasion inmunitaria mediante
resistencia a farmacos y metastasis. De forma
paralela los errores de segregacién cromosémica
imparten una serie de cargas celulares, en las que
se incluyen la perdida de material genético, la
activacion de la sefializacion del dafio del ADN y
el estrés proteotoxico, lo cual puede llegar a
afectar la viabilidad, especialmente en células
normales o diploides [4].

Durante la mitosis, el proceso de replicacion y
division del material nuclear permite que una
célula madre de lugar a dos células hijas con
copias genéticas exactas. En esta fase, en cambios
significativos en la célula, como la condensacién
de la cromatina, la ruptura de la membrana
nuclear, el ensamblaje del huso mitético, la
compresién y la segregacion cromosémicas. La
formacién correcta del huso bipolar y la unién de
los cromosomas a los microtUbulos, son
prerrequisitos para que se dé una segregacion
precisa de los cromosomas, buscando la
formacién de un complemento cromosémico sin
errores en ambas células hijas. Y es que la
incapacidad de segregar fielmente los

cromosomas en la mitosis es una de las causas de



inestabilidad cromosémica (CIN), causa que es
un sello distintivo de los tumores soélidos [5].

Por ultimo, la interrupcion de la dindmica de los
microtibulos en el huso mitético genera
inestabilidad cromosomica mitética, causada
comunmente por la unién mal orientada
persistente de los cromosomas a los MT del huso.
La dinamica de los microtubulos, mediada por un
crecimiento 'y un acortamiento altamente
coordinado, controla tanto la biorientacion
cromosdmica como la segregacion durante la
division celular. Los miembros de la familia
kinesina-13 de los despolimerizadores de MT
desempefian un papel esencial en el control de la
dindmica de los MT [5,6].

Debido a que la aparicion del cancer de mama en
una célula es un fendmeno bioldgico con un
grado de complejidad intrinseco y no puede ser
completamente modelado predicho ni explicado,
por lo que, se puede definir un modelo como una
representacién indefinida de objetos o procesos
gue posibilitan explicar sus caracteristicas
fundamentales [1].

La biologia de sistemas es interdisciplinar de la
ciencia que se encarga de explicar como las
propiedades sistémicas y las diferentes
interacciones dinamicas suceden dentro de
sistemas bioldgicos complejos. Dicha area se
encarga de combinar datos experimentales in
vitro o in vivo con modelos matematicos, asi
como la construccion de analisis cuantitativos y

cualitativos, lo que resulta vital para entender y

predecir el comportamiento de los sistemas
bioldgicos a diferentes escalas y contextos [1].
La anterior aproximacion, se centra en el
principio del mecanismo de evolucién propio de
los sistemas bioldgicos y la necesidad de un
enfoque sistémico para poder comprender su
comportamiento emergente

En ese sentido, los modelos deterministicos
juegan un papel crucial puesto que, permiten
predecir la evolucion de un sistema en el tiempo
a partir del estado actual, pero si se cumplen unos
requisitos iniciales, el modelo debe contener la
informacion necesaria para realizar dichas
predicciones. Por ejemplo, las redes biol6gicas se
guian a través de los modelos cinéticos que a su
vez son guiados por la ley de accion de masas,
esto cumple un papel de vital importancia al
lograr establecer la relacion entre las
concentraciones de reactivos y productos en
condiciones de equilibrio quimico a una
temperatura dada [2].

De manera conjunta, estas lineas de investigacion
permitiran profundizar en la comprensién del
papel de KIF2C en la biologia del cancer de
mama, principalmente en su influencia sobre la
dinamica de los microtubulos y el control que
tiene este en el ciclo celular. El estudio de los
mecanismos moleculares, su interaccién con
otras proteinas y rutas de sefalizacion dara
conocimiento fundamental, y podria abrir
oportunidades terapéuticas orientadas a bloquear

su funcién en contextos tumorales.



Metodologia

Etapa 1: Curacion monual de procesos e inferacciones bioldgicas en la red de regulacion de KIF2C

Objetivo: Identificar genes, proteinas, e interacciones relevantes de la red reguladora de KIF2C.

Para cada reaccién identificada se registra
+ Tipo de reaceitn Activacion o inhibicion
+ Etapa de la mitosis en lo gue ocurre

1} Obtencidn de informacién de; Genes,

Proteinas e interacciones.

R
Gen regulador Gen objetiva
2) Creacién base de datos, de la

informacion sobre las interacciones|
encontradas.

estandar SBML y SBGN en Cell Designer.

Etapa 2: Consfruccién del Modelo en CellDesigner bajo el
v

propuestas al final de la etapa 1.

final de la etopa 1.

Objetivo: Realizar modelamiento de cada una de las interacciones

3) Comenzar el modelamiento de cada m—
Pasos: una de las interacciones propuestas al

4)Reconstruir los eventos de
transcripeion, traduccidn degradacion
y modificaciones postraduccionales,

Etapa 3: Modelado Cinético y escenarios de simulacién l

Objetivo: Construir el modele, con cada una de sus constantes cinéticas y desarrellar les escenarios de

simulacién propuestos

BRENDA m—

6) Realizar escenarios de simulacién para los andlisis 7)
[5]Buscar Constantes cinética en bases

Concentraciones:
10.000,1.00C,100,0.1,0.01
,0.001

Andlisis e interpretacion de

de sensibilidad en base a las concentraciones de;
resultados.

de datos especializadas. KIF2C,AURKB y CDKI.

Figura 1. Esquema que describe los pasos metodolégicos implementados para la realizacién de este trabajo. Se
describen los pasos de manera general, asi como los distintos softwares utilizados y algunas de las bases de datos

utilizadas.

Mineria de texto y curacién manual de procesos e
interacciones bioldgicas en la red de regulacion
KIF2C

Para la primera fase de la metodologia se realiz6 una
busqueda y recoleccién de datos sobre el papel de
KIF2C en el cancer de mama vy el ciclo celular, asi
como otros genes involucrados en la aparicion de
carcinoma de mama y con participacién en el ciclo

celular, donde se utilizaron las siguientes bases de

datos de literatura cientifica, Sciencedirect, Scopus
[39] ,Nature [40], Pubmed[41] y Evex [42] (Figura 1,
Etapa 1, paso 1). Asimismo, se emplearon
herramientas bioinformaticas como; Gen Ontology
[43], Reactome [44], Biocyc [45] y KEGG [46], para
la identificacion de los genes implicados en la
progresion del Ciclo celular, proceso biolégico que
fue seleccionado debido a la gran variedad de
funciones cruciales que tiene KIF2C en la mitosis,

tales como; el ensamblaje del huso, la congregacion



cromosomica, la union del cinetocoro-MT vy la
segregacion cromosémica [50].

La mineria de texto realizada parti6 inicialmente de la
basqueda de el gen KIF2C en la base de datos de
Pubmed [41], esta busqueda se efectud en funcién de
encontrar con que tipos de carcinomas presentaba
algun tipo de relacion KIF2C, segtn lo reportado en
literatura dos de los carcinomas con los que
presentaba una mayor relacion, fueron cancer de
mama y cancer de colon. Se optd por trabajar con
cancer de mama debido a su alta incidencia en la
poblacién femenina a nivel mundial. De forma
paralela, se realizé la basqueda de KIF2C en la base
de datos de UALCAN [48], la cual permite observar
como cambian los niveles de expresion del gen en
diferentes tejidos cancerigenos Esta busqueda
permitié confirmar que la mejor seleccion para esta
investigacion era cancer de mama.

De manera anéloga, se realiz6 la busqueda de las vias
de sefializacion y diferentes procesos bioldgicos en
los que participa KIF2C, esta informacién se obtuvo
de algunas de las bases de datos previamente
mencionadas (KEGG, Biocyc y Reactome).
Posteriormente, se realizd la mineria de texto
teniendo en cuenta los pardmetros de blsqueda de la
ecuacion de busqueda 1 (Tabla 1).

Para lograr identificar las distintas rutas y procesos
bioldgicos en los que participa KIF2C, se realiz6 la
busqueda del gen en la base de datos bioldgicos Gene
Ontology [43] vy se llevd a cabo la extraccién de la
informacion de datos. De Gene Ontology [43] se
obtuvo un listado de aquellos procesos bioldgicos en
los que el gen KIF2C participaba, obteniendo un

listado que abarcaba un total de 24 procesos

biolégicos, con los cuales se realizd la primera
compilacion de la informacion que contenia cada uno
de los genes y proteinas que participaban en los
procesos biolégicos relacionados con KIF2C.

Tabla 1. Parametros de bulsqueda y ecuaciones de
bisqueda realizadas en la toma de datos para la
construccion del modelo. No se realiz6 ninguna restriccion
frente al idioma. Cada una de estas ecuaciones de bisqueda
fue empleada con las bases de datos; Scopus, PubMed,
Nature y Sciencedirect.

Ecuaciones de busqueda

=i loane e KIF2C" AND "Breast Cancer" AND
IS "Cell cycle” AND Homo sapiens

"Nombre del gen™ AND "Cell cycle"
AND "Homo sapiens" AND "Mitosis"
AND "Anaphase"

"Nombre del gen" AND "Cell cycle"
AND "Homo sapiens" AND "Mitosis"
AND "Anaphase"

SWIEW NI “Nombre del gen" AND "Cell cycle"
[ [VEREW I AND "Homo sapiens”

"Nombre del gen" AND "Cell cycle"
AND "Homo sapiens" AND
"Phosphorylation™ AND
"Ubiquitylation™

Ecuacion de
basqueda 2

Ecuacion de
basqueda 3

Ecuacion de
basqueda 5

Con esta informacién, se realiz6 un proceso de
filtrado de los procesos biol6gicos para Unicamente
trabajar con 3 de los procesos claves en los que
participa KIF2C. Estos procesos seleccionados
fueron (i) el Ensamblaje del cinetocoro, (ii) la
division celular, y (iii) el ensamblaje de los
microtUbulos. Posteriormente se realizd un nuevo
listado de genes/proteinas que participaban en alguno
de los 3 procesos biol6gicos seleccionados, con este
listado se tom6 cada uno de los genes y proteinas
reportadas para llevar a cabo la segunda blsqueda
bibliografica con parametros diferentes (Tabla
1,ecuacion de busqueda 2), donde se encontr6 que la
mayor participacién de KIF2C estaba en la fase de la

anafase de la mitosis, se optd por buscar cada uno de



los genes/proteinas del primer listado en esta fase
especifica del ciclo celular.

En la tercera etapa de blsqueda bibliogréfica se
determind generalizar la ecuacion de busqueda con el
proposito de centrar la bisqueda en la etapa de la
mitosis del ciclo celular y asi poder seguir alimentado
el modelo matematico (Tabla 1, ecuaci6n de
basqueda 3).

En la cuarta fase del proceso de busqueda de
informacidn se opto por una ecuacion de busqueda de
caracter aun mas general, con el objetivo de
profundizar en la exploracion del proceso del ciclo
celular (Tabla 1, ecuacion de basqueda 4).

Como paso final de la mineria de texto, se realizé una
busqueda con los parametros definidos en la ecuacion
de busqueda 5 (Tabla 1). Dicha basqueda permitio la
construccion de la tabla de reacciones de esta
investigacion, la cual contiene la informacidn sobre la
relacion entre las regulaciones a través de
modificaciones postraduccionales, es decir, las
relaciones proteina-proteina.

De igual manera, se realizo6 la bisqueda de cada uno
de los genes/proteinas del primer listado en la base de
datos de EVEX, base de datos que permite obtener
informacion filtrada de modificaciones
postraduccionales de las proteinas, directamente de
literatura [42].

A partir de estos datos, se construyo la primera tabla
de informacion compilada de esta investigacion, la
cual contenia la informacion sobre los diferentes
procesos que involucran desde los procesos de
transcripcién de los genes, sus respectivos procesos
de traduccion, sus interacciones proteina-proteina y la

relacién que tenian con los 9 procesos bioldgicos

seleccionados para este modelo matematico (ver
material suplementario).

Para las interacciones proteina-proteina se tuvo en
cuenta si era una relacion de activacion o inhibicion,
las modificaciones postraduccionales tales como
ubiquitinaciones y fosforilaciones, asi como la etapa
de la mitosis donde ocurria dicha reaccion y la
referencia del documento de donde se obtuvo la
informacién, todo esto fue documentado en un
archivo OneNote a través de la construccion de una
tabla con toda la informacion suministrada (Figura 1,
Etapa 1, paso 2).

Construccion del modelo en Cell Designer Bajo el
estandar SBML Y SBGN

Segun la informacion reportada en literatura se
procedié a la reconstruccién de la red bioldgica
centralizada en KIF2C en el software CellDesigner
version 4.4.2 (Figura 1, Etapa 2). Cell Designer es un
editor de diagramas gue me permite modelar procesos
bioldgicos, redes de regulacién génica y bioguimicas
bajo el lenguaje estandar SBML (Por sus siglas en
inglés Systems Biology Markup Language)
empleando la Notacion grafica SBGN Por sus siglas
en ingles Systems Biology Graphical Notation) [11].
Con el propésito de lograr tener un modelo
matematico funcional se estipularon los siguientes
supuestos; 1) Se involucraron Unicamente 3
compartimentos con el fin de simplificar el modelo,
Nucleo, citoplasma membrana plasmatica, 2) Para
cada una de las proteinas modeladas fue adicionado
su respectivo gen y RNA mensajero (MRNA) para
lograr representar el mecanismo de transferencia de
informacién genética correctamente. Sin embargo,

hubo casos puntuales de algunas proteinas que no



presentaron mecanismo de trascripcion y de
traduccion 3) Para los mRNA no se tuvieron en
cuenta los procesos de degradacion. 4) Para las
proteinas que presentaron algun tipo de modificacion
para su activacion, se representaron sus diversos
mecanismos:  Fosforilacion, desfosforilacion vy
ubiquitinacion. 5) Los procesos celulares incluidos
dentro del modelo como, por ejemplo, “spindle
assembly”, “mitotic

spindle checkpoint”

proliferacion celular 'y la apoptosis fueron
representados en CellDesigner como fenotipos. 6) En
el modelo se tuvo en cuenta la sobreexpresion de
KIF2C segun lo reportado en la literatura para el
cancer de mama.

Para poder representar el

modelamiento  matematico se  utiliz6 una
aproximacion deterministica basada en un sistema de
ecuaciones diferenciales ordinarias (ODEsS) que
representa una cinética elemental bajo la accion de la
ley de accidn de masas, que describe como varian las
tasas de cambio de las especies moleculares
involucradas en el modelo, junto con el pardmetro
cinético correspondiente y la concentracién de la
especie, (ver Ecuacion 1 y Ecuacion 2). Esta
metodologia permite reconstruir la red regulatoria y
analizar su dinamica, proporcionando una vision mas
clara del papel de KIF2C en la regulacion de la
inestabilidad gendmica en la expresion del cancer de

mama [13].

dXmRNA
dt
(Ecuacion 1: Balance de materia para el RNA)

= K,[XGen] — K, [XmRNA]

dX Proteina

at = K,[XGen] — K,[X Pro teina]
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—k3[X Pro teina]

(Ecuacién 2: Balance de materia para la Proteina)
Donde [ representa la especie, [[] la constante de
velocidad de transcripcion, (1] y (11 la constante
velocidad de traduccion, (13 la constante de velocidad
de degradacion y [12 la constante de velocidad de
consumo para cada una de las reacciones implicadas
en el modelo en un tiempo (t).

Modelamiento y simulacion de la Red génica
Construida

Los pardmetros cinéticos, de cada una de las
reacciones fueron obtenidos de dos bases de datos
bioldgicas, Sabio-RK [12] y Biomodels [13], y de los
valores reportados en literatura. Los parametros que
no se encontraron reportados en literatura o en bases
de datos fueron estimados con relacion a los valores
cinéticos de reacciones similares. Las unidades de
medida para los parametros fueron unificadas en uM
* (h-1) (Figura 1, Etapa 3, paso nimero 5) para dar
homogeneidad a los datos cinéticos del modelo.

Para el modelamiento de la red génica, cada
parametro cinético fue adicionado en CellDesigner en
la reaccion correspondiente. CellDesigner posee un
panel de control que concede la capacidad de realizar
el modelamiento de las redes construidas, asi como
las simulaciones y el anélisis de sensibilidad siempre
y cuando se hallen en un lenguaje estandar SBML,
dicho panel incorpora un conjunto de solvers, tales
como SosLib, que proporciona la capacidad de
resolver sistemas de ecuaciones diferenciales [15].
Para las simulaciones, es necesario especificar las
leyes cinéticas de las reacciones. Entre las funciones
cinéticas predefinidas que tiene el panel de

CellDesginer se encuentra la cinética de Ley de



accion de Masas, que se puede seleccionar en el panel
de "Funciones predefinidas" del cuadro de didlogo
Ley cinética. Cuando se selecciona la cinética de la
ley de accion de masas el software completa
automaticamente el campo matematico con una
férmula predeterminada que representa la expresion
de velocidad para la cinética de accion de masas
(Figura 2).

- — e

Figura 2. Asignacion de la Ley Cinética a una Reaccion de
Transicion de Estado en un Modelo con Proteinas Ay B en
CellDesigner tomado de (Matsuoka, Y., Funahashi, A.,
Ghosh, S., & Kitano, H. (2014).

Como se muestra en la figura 2 (g), la formula que se
muestra en el campo matematico después de
seleccionar esta opcion es s1*k1. Donde sl equivale
a la concentracién de una especie involucrada en la
reaccion, y k1 el parametro cinético, o constante de
velocidad, para esa reaccion en particular, cuyo valor
numérico luego es ingresado por el propio usuario.
Este proceso asigna la ley cinética necesaria para la
simulacién computacional de la red biol6gica
modelada. (Figura 1, Etapa 3, paso nimero 6).

El tiempo de ejecucion de las simulaciones fue de 550
intervalos de tiempo, que corresponden a 0.04 horas
de acuerdo con la duracion del ciclo celular (24h), de

acuerdo con la ecuacion 3.
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1 intervalo de tiempo - 24 horas

550 intervalos de tiempo

= 0.04 horas

(Ecuacion 3: Tiempo de ejecucion de las simulaciones)

De los nueve procesos biologicos que fueron
considerados para la construccion de la red de
regulacion e interaccion, el resumen del ciclo celular
es el que presento una mayor duracién, con un
aproximado de 24 horas que es la duracion del ciclo
celular en mamiferos [51,52].

En el presente estudio, se consideré que el sistema
alcanza el estado estacionario al finalizar el ciclo
celular, asumiendo de manera hipotética una duracion
total de 550 intervalos de tiempo para representar un
ciclo celular completo. Cada intervalo de simulacion
fue definido con una duracion equivalente a 0,04
horas, de modo que la totalidad del ciclo simulado
corresponde a un periodo de 24 horas. Esta
aproximacion permite relacionar el tiempo de
simulacién, con el tiempo real que ocurren los
procesos biolégicos. Lo que facilita, la interpretacion
fisioldgica de los resultados. La asignacién de
equivalencias temporales entre los pasos de
simulacién y la duracién del ciclo celular es una
practica que se realiza normalmente cuando se
trabajan con modelos computacionales de sistemas
biolégicos en mamiferos, puesto que, permite usar
tiempos que tienen sentido biolégico relevantes en
modelos dinamicos complejos [51,52].

Luego, para evaluar la respuesta del modelo frente a
distintos tipos de perturbaciones, se identificaron las
especies bioldgicas que reportaron el mayor nimero

de interacciones en la red (CDK1, AURKB) v la



especie bioldgica central de este trabajo (KIF2C) para
realizar un anlisis de sensibilidad. Para el analisis de
sensibilidad se plantearon y evaluaron seis escenarios
de simulacion por especie se varid individualmente la
concentracion del gen que codifica para cada especie
seleccionada con aumentos y reducciones en 100
veces (100x y —100x) (Tabla 1).

Tabla 1. Valor de la concentracion inicial para cada
escenario propuesto para las especies (KIF2C, CDK1,
AURKB).

GEN

KIF2C CDK1 AURKB

C. 1.0 1.0 1.0
Esce 1 0.001 0.001 0.001
Esce 2 0.01 0.01 0.01
Esce 3 0.1 0.1 0.1
Esce 4 100 100 100
Esce 5 1000 1000 1000
Esce 6 10000 10000 10000

Resultados y Discusion

Red de regulacion KIF2C

El modelo construido para simular la red de
regulacion de KIF2C tiene 1714 reacciones (Ver
material suplementario), que involucra reacciones de
transcripcién, traduccién, estados de transicion,
asociacién y disociacion de complejos, catalisis,
reducida,

inhibicién, modulacion o modulacion

o estimulacién reducida,

Contiene 1786

estimulacion  fisica
influencia positiva y negativa.
especies bioldgicas, entre las que se encuentran 450
proteinas, 307 genes y sus respectivos 307 ARNm, 11
fenotipos que incluyen 3 procesos celulares, 124
complejos, 5 moléculas simples y un farmaco (droga)
que corresponde al 6 bromoindin 3 oxime la cual
participa en la via de la sefializacién de la Wnt-Beta

catenina (Figura S1, ver material suplementario).
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Finalmente, el modelo matematicamente esta

representado por un sistema de 1786 ecuaciones
diferenciales ordinarias y 1714 pardmetros cinéticos.

Tabla 2. Lista de procesos bioldgicos considerados para la
reconstruccion de lared de regulacion e interaccion del gen
KIF2C

Categoria
Proceso celular
Proceso celular

Proceso bioldgico
Apoptosis
Proliferacion celular

DNA damage checkpoint
Cell cycle
Mitotic spindle checkpoint

Cytoskeleton organization
and citogénesis
Mitosis

Proceso celular
Proceso celular
Proceso celular
Proceso celular

Proceso celular
Proceso celular
Proceso celular

Chromosome segregation
Chromosome condensation
Kinetochore Assembly
Spindle assembly

Proceso celular
Proceso celular

El modelo (Figura S1, ver material suplementario)
incluye diversas vias de sefializacion relacionadas
con los procesos celulares de apoptosis y ciclo
celular, en las cuales se destacan la via de las
caspasas, la via Wnt Wnt/B-catenina, y la via
PL3K/AKT/mTor que se encarga de regular
procesos celulares como la proliferacion y la
supervivencia. Asi mismo, se incluyeron procesos
bioldgicos relacionados con KIF2C, como el
ensamblaje del cinetocoro, la proliferacion celular, la
segregacion cromosOmica, la condensacion
cromosémica, la mitosis y puntos claves como el
punto de control del DNA, el de control del huso
mitético. El conjunto del huso, la organizacién del
citoesqueleto, y la citogénesis (Tabla 2).

Anédlisis y simulacién de los escenarios evaluados



La simulacidn se realizé inicializando cada uno de los
genes a una concentracion de 1.0 uM (valor empleado
para representar la disponibilidad basal del gen) y
algunas especies proteicas que no contaban con los
procesos de sintesis, que se asumen como presentes
de forma libre desde el inicio, a 5.0 pM (valor
empleado en el modelo para representar la
disponibilidad suficiente de estas proteinas). Estas
condiciones iniciales se establecieron a partir de
supuestos definidos para el adecuado funcionamiento
del modelo.

La primera corrida inicial del modelo se realiz6 con
los pardmetros definidos anteriormente esta fue
realizada para encontrar en qué momento la red
convergia y alcanzaba el estado estacionario. En la
figura 3 se puede observar que la red alcanzo el estado
estacionario a los 550 intervalos de tiempo, donde
cada uno de los intervalos equivale a 0.04 horas, de
acuerdo con la duracion del ciclo celular completo
(24h) (Ecuacion 3).

Este resultado indica que el sistema bioldgico
representado por la red de regulacién de KIF2C es
capaz de alcanzar un estado de equilibrio. Este
comportamiento es consistente con la resiliencia
caracteristica de los sistemas bioldgicos, los cuales
normalmente tienden a estabilizarse y mantener su
funcionamiento a lo largo del tiempo, incluso ante
cambios internos o externos.

Al evaluar los resultados del analisis de sensibilidad,
de acuerdo con los escenarios de simulacion
planteados en la Tabla 1, el modelo no fue sensible a
la disminucion de la concentracion de las 3 especies

proteicas seleccionadas (CDK1, AURKB y KIF2C).
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Figura 3. Simulaciéon completa de la red de regulacion e
interaccion de KIF2C, cada una de las lineas representa una
de las especies bioldgicas de lared, en el eje X se encuentra
el tiempo de simulacion medida en hy el eje Y el cual
muestra el cambio en la concentracion de cada una de las
especies bioldgicas a lo largo del tiempo este se mide en
micro molares pM.

Como consecuencia, no se reportan cambios
significativos en las dindmicas del modelo en
comparacion a las condiciones iniciales en los
escenarios 1, 2, 3 de cada una de las especies.
Asimismo, en los escenarios 4,5,6 se presentaron los
mimos cambios, pero en diferente magnitud por lo
gue se optd por mostrar los graficos del escenario 6
los cuales mostraron el mayor cambio en las
concentraciones tanto de las especies bioldgicas
como en los procesos bioldgicos. Para cada escenario
de simulacién 6 de cada especie se realizaron dos
gréaficas esto con el fin de mostrar en su totalidad cada
uno de los marcadores establecidos para cada especie.
Esto debido a que se presentaron grandes diferencias
de concentracion en algunos procesos Yy especies
bioldgicas en cada una de las graficas del escenario 6
de (KIF2C, CDK1y AURKB).

Escenario de simulacion 6 para KIF2C
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Figura 4. Escenario de simulacion 6, cambio en la
concentracion de KIF2C 10.000x en el eje X se encuentra
el tiempo total de la simulacion y en el eje Y a) Se reporta
la informacion relacionada a la concentracion de las
especies y procesos bioldgicos. reporte de los procesos
biologicos “spindle assembly” y ”Kinetochore assembly”
asi como el cambi6 de la concentracion de la proteina
INCENP, b) Se reporta la informacion relacionada con las
siguientes  especies bioldgicas; CDK1, MAD2L1,
COHESIN, AURKB vy los siguientes procesos biol6gicos:

Apoptosis,  Proliferacion  celular, “DNa Damage
Checkpoint”,”  Cell  cycle”,  ”Mitotic  spindle
checkpoint”, ”Cytoskeleton”,”Organization and
citogenesis™” Mitosis”,, ”Chromosome

segregations”, ”Chromosome condensation”

El escenario de simulacidn 6, refleja el mayor cambio
en la concentracién de KIF2C (10.000x, Taba 1). De
acuerdo con los reportes de literatura [53,54], la
sobreexpresion de KIF2C se correlaciona con un

cambio abrupto en los procesos del ensamblaje del
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cinetocoro y el conjunto del huso, la expresion de la
proteina INCENP asi como un cambio minimo en la
segregacion cromosémica y en la expresion de
AURKB, un regulador clave para KIF2C. Los datos
del escenario de simulacion nimero 6 de KIF2C,
corroboran, esta informacion dado que, si se
presentaron cambios en estos procesos y especies
bioldgicas.

KIF2C pertenece a la familia de las kinesinas-13,
familia que es critica para la regulacion de la
dindmica de los microtibulos [52,53]. También,
regula la dindmica de los microtdbulos como un
potente despolimerizador al eliminar las subunidades
de tubulina del extremo del polimero [52]. Esta
actividad despolimerizarte desempefia un papel
fundamental en el ensamblaje del huso, en la
correccion de las uniones erroneas de microtubulos-
cinetocoro y en el movimiento cromosomico.

La sobreexpresion de KIF2C si afecta en el proceso
del ensamblaje del uso debido a que el “spindle
assembly” (Figura 4b), que de acuerdo con los
resultados de este trabajo fue el proceso biol6gico que
presento mayor actividad cuando se sobre expreso
KIF2C. Esto se corrobora con lo visto en literatura
donde un cambio en la concentracion de KIF2C
provoca una interrupcion de la dindmica de los
microtlbulos evento que se relaciona con la aparicion
de la inestabilidad cromosémica [5].

Ahora, si este ensamblaje falla o es desregulado,
puede producirse aneuploidia, mal segregacion
cromosémica, y la activacion crénica del SAC. En el
caso del escenario nimero de 6 donde se presentd un
aumento de la actividad del punto del huso mitético,

se podria exponer segun lo reportado con anterioridad



que al sobre expresarse KIF2C se pueden llegar a
presentar fallas en el ensamblaje del huso. Por lo tanto,
la regulacion precisa de KIF2C es de vital
importancia para asegurar la segregacion fiel de los
cromosomas en la mitosis y salvaguardar la
estabilidad cromosémica [16].

El cinetocoro es una estructura proteica ubicada en los
cromosomas donde se unen los microttbulos del huso
mitético [57]. Su funcion adecuada es esencial para
guiar la separacion precisa de los cromosomas en dos
células hijas durante la division celular [57]. Por lo
que una desregulacion de la actividad del ensamblaje
del

segregacion cromosomica. Actividad que se muestra

cinetocoro puede provocar errores en la
en la (figura 4b), donde ocurre un cambio abrupto de
esta actividad, y se produce un cambio en el proceso
de la segregacion cromosomica (Figura 4a).

Estos errores son una causa primaria de inestabilidad
cromosémica (CIN) [5].

Y es que la integridad del genoma depende de la
precision de la segregacion cromosdmica en cada
division celular, debido a que esta provoca CIN, que
conlleva al desarrollo de la progresién del cancer, la
agresividad tumoral, y se asocia con un mal
prondstico favorable [5].

El equilibrio entre todos los diferentes componentes
del cinetocoro es crucial para poder mantener la
estabilidad del genoma y la ploidia correcta, el
aumento o disminucion de la actividad de diferentes
componentes del cinetocoro puede llevar a la
formacién de cromosomas con muy poca union de
microtibulos o0 caso contrario  demasiados
microtlbulos unidos a un cromosoma por lo que la
desregulacion  de del

cualquier componente
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cinetocoro como lo es KIF2C puede provocar
inestabilidad genémica o aneuploidia como se
evidencia en la figura 4(a-b) [21].

Dentro del marco de la simulacion, la sobreexpresion
de la proteina INCENP fue la especie biol6gica que
presento un mayor cambio en su concentracion.
INCENP se encuentra relacionado con el cancer de
mama invasivo, Se asocia con caracteristicas
tumorales agresivas en las que se incluyen un mayor
tamafio y un alto grado tumoral y a los puntajes en el
indice pronostico de Nottingham (NPI) [16].

La expresion de la proteina INCENP tiene correlacion
con la expresion de la proteina KIF2C, en cancer de
mama, lo que se muestra en los resultados del modelo
matematico construido y en los resultados
correspondientes al escenario nimero de 6 (figura 4a)
[22].

Sin embargo, actualmente no se tiene certeza de si
existe alguna relacion de regulacion entre la
sobreexpresion de KIF2C e INCENP [22], por lo cual
se recomienda validar experimentalmente a futuro los
resultados obtenidos del modelo presentado en este
trabajo.

En adicién, la alta expresion de INCENP se ha
identificado como un biomarcador de mal pronéstico
en cancer de mama, estudios realizados en
neuroblastoma han demostrado que la focalizacion en
INCENP

senescencia, reduciendo el crecimiento tumoral por lo

induce poliploidizacion, apoptosis Yy

gue la comprension de como KIF2C induce el
aumento de la concentracion de INCENP puede
construir una linea prometedora hacia una
investigacion centrada en la regulacion de INCENP

[22].



Continuando con el andlisis de los resultados,
AURKB es una proteina quinasa de serina/treonina
que se une a los cinetocoros involucrados en la union
cinetocoro-microttbulo, un proceso en el que también
participa KIF2C de manera coordinada. . Por ello, no
resulta sorprendente que se observaran variaciones en
la concentracion de AURKB en el escenario nimero
6, correspondiente a la sobreexpresion de KIF2C
(Figura 4b) [19]. En la figura 6, se observa como hay
un cambio minimo en la actividad de AURKB, lo que
puede deberse al papel regulador que tiene AURKB
frente a KIF2C, por lo que al presentarse una
desregulacion de KIF2C, AURKB se activa para
intentar regular la actividad de KIF2C [19].

La respuesta a esta incognita puede deberse a varios
factores el primer factor puede ser que, AURKB
detecta uniones inadecuadas cinetocoro-microtubulo,
por lo tanto, se da un aumento en su actividad porque,
percibe un mal ensamblaje del cinetocoro provocado
por la sobreexpresion de KIF2C [24,25].

El segundo factor podria deberse a la relacion entre la
sobreexpresion de AURKB vy el cancer de mama, ya
que, tiene implicaciones funcionales importantes,
especificamente en la mitosis. Puesto que, al
promover la progresion del ciclo celular y garantizar
la segregacion cromosOmica adecuada, podria
acelerar la divisién de las células de cancer de mama,
promoviendo la proliferacion celular [26,27,28,29].
Por lo tanto, la sobreexpresién de AURKB podria
estar influenciada por dos factores aparentemente
opuestos. Por un lado, su activacion actuaria como un
mecanismo  compensatorio para regular la
sobreexpresion de KIF2C y corregir los errores

observados en la Figura 4b, donde se evidencian
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alteraciones en procesos como el ensamblaje del huso
mitético y del cinetocoro. No obstante, el aumento en
la actividad de AURKB también se ha asociado con
una mayor proliferacion celular y crecimiento
tumoral. En este contexto, la activacién de AURKB
podria interpretarse como una respuesta celular
destinada a mitigar los defectos causados por KIF2C,
aunque con posibles consecuencias oncogénicas no
deseadas.

Ademds de la proliferacion, la sobreexpresion de
AURKB podria estar involucrada en diferentes
aspectos de la progresion del cancer de mama, como
la metastasis, la invasion o incluso la resistencia a la
terapia, segun lo reportado en literatura [32].

Escenario de simulacion 6 AURKB

Para el caso de AURKB también se opt6 por mostrar
dos gréaficas del mismo escenario para poder
visualizar todos los marcadores de manera correcta.
En relacion con los resultados se encontraron
variaciones nuevamente en INCEP; adicionalmente,
un aumento en la expresion de KIF2C, cambios en
“spindle assembly” y “kinetochore assembly”,
resultados que ya fueron explicados en el escenario 6
de KIF2C.

No

modificaciones no reportadas en el escenario anterior,

obstante, se encontraron dos nuevas
debido a que se presentdé un cambio en las
concentraciones del “mitotic spindle checkpoint” y

MAD?2L1, y que se exponen mas adelante.



18 —— Apoptosis

17 = Proliferacién

Concentracian (uM)

o e m e s m e N B B

a) o 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600
Tiempo (h-1)

1300 = DNA
Damage
checkpoint
1100 —— Cell cycle
—— Mitotic
spindle
50 checkpoint

Concentracion (M)
g

ly
—— S44KIF2C
o 5105%INCENP
o = 1
b) o 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 $2938:COHESIN
Tiempo (h-1) '

Figura 5. Escenario de simulacion AURKB 10.000X en el
eje X se encuentra el tiempo total de la simulacion y en el
eje Y. a) Se reporta la informacién relacionada con las
siguientes  especies bioldgicas; CDK1, MAD2L1,
COHESIN, INCENP vy los siguientes procesos biol6gicos:
Apoptosis, Proliferacion  celular,” DNA Damage
Checkpoint”,”  Cell  cycle”,  ”Mitotic  spindle
checkpoint”, ”Cytoskeleton”,”Organization and
citogenesis™” Mitosis”, ”Chromosome
segregations”, ”Chromosome condensation”.b)Se reporta
la informacion relacionada con el siguiente proceso
bioldgico: ”Mitotic spindle Checkpoint™.

El punto del ensamblaje del huso (“mitotic spindle
checkpoint”, fue el proceso bioldgico que presento el
mayor aumento de actividad frente al cambio de la
concentracion de AURKB.

El ciclo celular es un proceso vital en la vida de las
células, y como se ha venido exponiendo la correcta
segregacion de los cromosomas durante la divisién
celular, es esencial para mantener la estabilidad
En este sentido, la

gendmica. segregacion

A
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a .
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cromosOmica precisa depende de la regulacion de la
mitosis por el punto de control del huso. Este punto
de control monitorea el estado de la union cinetocoro-
microtibulo y retrasa la transicion de metafase a
anafase hasta que todos los cinetocoros hayan
formado conexiones bipolares estables con el huso
mitético [59]. Del mismo modo, el punto de control
del huso (PCM) actia como un mecanismo de
vigilancia que asegura que cada célula hija logre
recibir un complemento cromosémico completo y
preciso, y su alteracion puede tener consecuencias en
el desarrollo del cancer [31].

En este caso (Figura 5b) se puede observar como hay
un cambio en la actividad del punto del huso mitético
provocado por la sobreexpresion de AURKB, esto
sucede también con la sobreexpresion de CDK1
(Figura 6a).

Esto sucede debido a que, AURKB es un componente
del complejo cromosémico pasajero (CPC), al igual
gue CDK1 los cuales se localizan en los cinetocoros
y son fundamentales para asegurar la correcta unién
de los microtubulos del huso. Una de las funciones
clave es la correccion de errores en estas uniones.
AURKB desestabiliza las uniones incorrectas entre
los cinetocoros y los microtabulos, como, por
ejemplo; cuando ambos cinetocoros hermanos se
unen al mismo polo del huso. Esta actividad de
correccién de errores puede generar temporalmente
cinetocoros no unidos [57]. Los cinetocoros no
unidos son potentes activadores del PMC. Por lo que,
el PMC se activa para detener la progresion del ciclo
celular hasta que todos los cromosomas estén

correctamente unidos al huso [57].



Por tal motivo, los resultados vistos en la figura 5b se
corroboran con lo reportado en literatura ya que, se
estd dando un aumento en la actividad del “mitotic
spindle checkpoint” (PMC), lo cual se se debe a que
posiblemente la sobreexpresion de AURKB en el
escenario nimero 6 (Figura 5b) este promoviendo la
actividad del PMC.

El promover la actividad del PMC puede afectar su
funcion la cual es, facilitar la formacion del complejo
del punto de control mitético MCC, compuesto por
MAD2, BUBR1, BUB3 y CDC20 [32]. EI MCC
actla inhibiendo el Complejo Promotor de la
Anafase/Ciclosoma (APC/C), una ubiquitina ligasa
E3 de suma importancia para la progresion del ciclo
celular [32].

Esta inhibicion provoca que no se realice la
degradacién de securina y ciclina B, proteinas cuya
destruccidn es necesaria para la separacion de las
cromatidas hermanas vy la salida de la mitosis [32].
Por lo que, al tener una actividad irregular PCM,
como en la figura (5b) pueden provocarse errores en
la segregacion cromosomica durante la division
celular, lo que da como resultado en aneuploidia, un
sello distintivo del cAncer de mama y que se encuentra
estrechamente relacionado con la inestabilidad
cromosémica [34].

Asimismo, la desregulacion del PMC puede resultar
contradictoria, ya que, si bien normalmente detiene el
ciclo celular en respuesta a errores, su alteracion
puede favorecer la proliferacion y la supervivencia
celular. Si el punto de control se debilita, las células
con errores pueden proliferar mas rapidamente. No
obstante, si los errores son demasiado graves o la

detencion del ciclo es prolongada, puede inducirse la
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muerte celular por lo que la desregulaciéon de este
proceso bioldgico visto en la figura 5b podria traer
otras consecuencias, entre ellas, un impacto negativo
en la eficacia de ciertos tratamientos oncolégicos.
[35].

En este contexto, uno de los efectos méas relevantes es
la resistencia a farmacos, particularmente a los
agentes anti-microtubulos como el paclitaxel [18]. La
desregulacion del PMC permite que las células
cancerosas con un punto de control debilitado
escapen prematuramente de la mitosis, sin activar
mecanismos de apoptosis frente al dafio inducido por
estos farmacos [18,38]. Esto limita su efectividad
terapéutica y representa un desafio importante en el
tratamiento del cancer.

Por todas las razones mencionadas anteriormente, el
hecho de que, en el escenario nimero de 6 de
AURKB (Figura 5b) se presente un cambid tan
abrupto de la actividad de PCM se puede
correlacionar con la aparicion de cancer de mama.
En el caso de MAD2L1 se encontré que, €s una
proteina esencial dentro del proceso del control del
huso mitético, cuando esta proteina se encuentra
activa, interactGa con otras proteinas del punto de
control, como MAD1 y CDC20, para formar el
complejo inhibidor mitético [37]. Este complejo
inhibe la actividad del complejo promotor del
anafase/ciclosoma (APC/C), complejo que es
esencial para la progresion hacia la anafase mediante
la degradacion de sustratos clave como la securina y
las ciclinas mitéticas [37]. Al inhibir el APC/C,
MAD2L1 detiene el ciclo celular en metafase hasta
todos los encuentren

que cromosomas se

correctamente alineados y unidos al huso mitético, lo



cual asegura una segregacion cromosémica precisa
[38].

En este caso, en el escenario nimero 6, (Figura 5a) se
puede observar como hay un cambio en la
concentracion de MAD2L1, dandose una ligera
sobreexpresion de la proteina, esta sobreexpresion de
MAD?2L1 puede llegar a comprometer la funcion del
Punto del ensamblaje del huso. Por lo que, la
de AURKB

cambios

sobreexpresion nuevamente esta

provocando relacionados con la
inestabilidad genémica.

De igual forma, la sobreexpresion de MAD2L1,
puede llevar a una detencion mitética prolongada,
causando estrés celular e incluso apoptosis [38].
Asimismo, la sobreexpresion de MAD2L1 puede
llegar a saturar otros componentes del SAC o incluso
interferir con la dindmica normal del punto de control,
contribuyendo a la inestabilidad genomica vy
tumorogenesis [38].

Por dltimo, el resaltar, que, asi como hubo una ligera
sobreexpresion de AURKB en el escenario 6 de
KIF2C 43),

sobreexpresion de KIF2C en el escenario 6 de

(Figura también  existi6 una
AURKB (Figura 5a) esto se debe posiblemente a que,
tanto AURKB como KIF2C son

esenciales de la mitosis, asegurando la segregacion

reguladores

cromosémica adecuada y la dinamica del huso [58].
Este resultado se relaciona con lo visto en la
investigacion de Rodrigues-Ferreira y colaboradores
en 2023, donde se demuestra que AURKB Y KIF2C
se encuentran sobre expresados en tejidos tumorales
del subtipo cancer de mama triple negativo (TMC).

En consecuencia, el escenario 6, ha demostrado como

la sobreexpresion de AURKB si se relaciona con la
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aparicion de inestabilidad gendémica al desregular
procesos biolégicos como el punto de control del
huso mitético, o especies biolégicas como; MAD2L1,
KIF2C e INCENP.

Escenario de simulacién 6 para CDK1

Para el caso de CDK1 se realizaron dos graficas dado
lo explicado al inicio de este andlisis, debido al
cambio en la concentracion de “mitotic spindle
checkpoint” y el complejo promotor del anafase
(APC/C).

— APC/C
1300 | |— Apoptosis
—— Proliferacidn
1200 | celular
—— DNA
Damage
checkpoint

— Celleyele

%00 | |—— mitotic
spindle

ory
citogenesis
600 Mitosis

—— Chromasome

Concentracién (uM)

—— s444:KIF2C
—— s1059:INCENP
0 —— s225Z:MADZL1
a) o s e w0 @ me w0 w0 &m0 s w0 .smconesn
Tiempo (h-1)
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As
— Spindle
assembly
—— s444:KIF2C
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7 s

—— 52938:COHESIN

o
I I
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Figura 6. Escenario de simulacion CDK1 10.000X en el
gje X se encuentra el tiempo total de la simulacién y en el
eje Y, a)Se reporta la informacion relacionada con el
siguiente proceso biologico: “Mitotic spindle Checkpoint”
y la especie biologica APC/C. b) Se reporta la informacién
relacionada con las siguientes especies biolégicas; KIF2C,
INCENP, MAD2L1, COHESIN vy los siguientes procesos
biologicos: Apoptosis, Proliferacion celular,” DNA
Damage Checkpoint”,” Cell cycle”, Mitotic spindle



checkpoint”, ”Cytoskeleton”,”Organization and
citogenesis™” Mitosis”, ”Chromosome
segregations”, ’Chromosome condensation”.

En lo que respecta al anlisis de los resultados, la
Unica variacion exclusiva observada para este
escenario fue el cambio del complejo promotor del
anafase APC/C el cual, segin lo reportado en la
literatura, es un complejo grande y altamente
conservado que consta aproximadamente de 19
subunidades, organizadas en distintos sub-complejos
que incluyen el nacleo catalitico, la plataforma y el
I6bulo TP [38]. Esta estructura le permite al APC/C
mediar la ubiquitinacion de proteinas diana,
marcandolas para su posterior degradacion por la
proteasoma 26S. Dicho proceso de ubiquitinacion
implica una cascada enzimatica donde la ubiquitina
primeramente es activada por una encima activadora
de ubiquitina (E1), posteriormente transferida a una
enzima conjuradora de ubiquitina (E2) y finalmente
la ligasa de ubiquitina (E3) en este caso el APC/c la
subunidad APC11, la cual facilita la unién de la
ubiquitina a la proteina sustrato [38].

En este escenario ocurre, lo mismo que en el
escenario nimero 6 de AURKB donde se esta
promoviendo la actividad del PMC y como se pudo
expresar con anterioridad esto puede afectar la
funcion de PMC de facilitar la formacion del
complejo del punto de control mitético MCC,
compuesto por MAD2, BUBR1, BUB3 y CDC20
[32].

Anteriormente se planted un escenario hipotético en
el que una alteracion en la actividad del PMC podria
afectar al MCC vy, por ende, a la inhibicion del

complejo promotor del anafase (APC/C) [38]. En el
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escenario actual, esto deja de ser una posibilidad
tedrica, ya que segun lo observado (Figura 7), APC/C
no estd siendo inhibido. Esto implica que la
degradacion de proteinas clave como securina y
ciclina B podria estar ocurriendo de forma prematura,
lo cual compromete el control sobre la separacion de
las cromatidas hermanas y la salida ordenada de la
mitosis [32].

La degradacién temprana de la securina activa la
separasa, lo que lleva a la separacion de las cohesinas
antes todos los estén

de que Cromosomas

correctamente alineados. Esto da lugar a una
segregacion cromosémica defectuosa, lo que, como
se ha sefialado a lo largo de este documento, esta
estrechamente  relacionado con inestabilidad
cromosémica [5,24].

Del mismo modo, la degradacion anticipada de la
ciclina B por el APC/C puede llevar a una
desregulacion en la actividad de CDK1. Aunque
normalmente la degradacion de ciclina B conduce a
la inactivacion de CDK1 y permite la salida de
mitosis, en el escenario 6, donde CDK1 se encuentra
sobreexpresado, podria producirse una falta de
coordinacion entre la degradacién de ciclina B y la
inactivacion efectiva de CDKL1, lo que alteraria la
progresion normal de la mitosis [32].

La disminucion de la actividad de CDK1 es esencial
para varios eventos de salida de la mitosis, incluyendo
la desfosforilacion de sus sustratos, el desmontaje del
huso mitético y la reformacidn de la envoltura nuclear
[59]. La persistencia de CDK1 activo, a pesar de la
degradacion de ciclina B, apunta a un fallo en el

control de esta etapa critica del ciclo celular.



Por ende, una actividad alterada del APC/C puede
llevar a wuna acumulacion de sustratos que
normalmente serian degradados, los cuales pueden
tener funciones oncogénicas, lo que resulta en una
proliferacion celular descontrolada y la adquisicion
de inestabilidad genémica [38].

Por otro lado, el complejo APC/CCdhl se activa
desde el anafase tardio hasta la fase G1, ayudando a
la salida mit6tica completa y al mantenimiento del
estado G1 al impulsar la degradacién de reguladores
mitdticos restantes, incluido el propio Cdc20. Lo que
pone en evidencia el papel central de este complejo
en la orquestacion precisa de la division por lo que,
una activacion exagerada de este complejo (Figura 7)
puede llegar a afectar el proceso de division celular
[38].

La desregulacién del APC/C, tanto en términos de su
actividad como de la concentracion de sus
componentes, se ha reportado que tiene relaciéon con
el desarrollo y la progresion de diversos tipos de
cancer, por tal motivo el observar el gran aumento en
en el escenario 6, de CDKL1 (Figura 9) demuestra la
relacién que tiene la sobreexpresion de CDK1 con

cancer [38].

Conclusiones

e El modelo propuesto en este estudio para
evaluar la regulacion del gen KIF2C en los
mecanismos asociados a la inestabilidad
gendmica, presenta una estrategia sélida para
integrar informacion bioldgica y construir
redes de regulacién e interaccién génica.

e Esta red sirvi6 como plataforma para

identificar y evaluar las dindmicas celulares
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clave en contextos como la progresion
tumoral, la alteracion del ciclo celular y la
inestabilidad cromosomica.

Los resultados de las simulaciones pueden
variar dependiendo del tipo de aproximacion
matematica que se utilice. Asi, para este
estudio en concreto se emple6 una
aproximacion deterministica basada en una
cinética elemental que se rige por la ley de
accion de masas. Esta aproximacion
matematica, permitio estudiar cémo los
balances de materia y los cambios en la
concentraciéon de especies afectan la
dinamica de la red de regulacion génica de
KIF2C.

En una futura investigacion se podrian
incorporar aproximaciones cinéticas mas
complejas, como (i) las Michaelianas, que
permitirian refinar la representacion de la
actividad enzimatica, aungue aun falta
informacion  experimental  sobre  las
constantes cinéticas de muchas reacciones y
(ii) una aproximacién estocdstica, que su
complejidad probabilistica y la demanda de
cémputo requerida para ello no se abordé en
este trabajo.

De este trabajo, se resalta la estrategia de
modelado con CellDesigner, ya que facilita
modificar y ampliar el modelo segin los
objetivos del estudio, permitiendo crear
versiones mas complejas para validarlas en el
laboratorio.

Este estudio permitié caracterizar el evento

de inestabilidad genémica inducido por la



sobreexpresion de KIF2C, y a través de los
escenarios de simulacion, se identificaron 2
circuitos génicos criticos que coinciden con
lo reportado en literatura. Dichos circuitos,
cuando se ven afectados por la desregulacion
de KIF2C, pueden promover alteraciones
funcionales en procesos como el ensamblaje
del huso mitético, el punto de control del
huso y la segregacién cromosdmica lo que
proporciona evidencia de su rol como posible
oncogén en ciertos subtipos de céancer de
mama, como el triple negativo.
e Asimismo, las especies biol6gicas mas
relevantes en estos circuitos incluyen a
AURKB, MAD2L1, CDK1 e INCENP, todas
implicadas directamente en la regulacion de

la mitosis. Donde se evidencio como el

cambio en las concentraciones de estas
especies  biolégicas  también  estan
involucradas con la inestabilidad

cromosomica.

o Validar este modelo en el laboratorio ayudara
a entender mejor el papel de KIF2C en la
inestabilidad gendmica, el cancer y su posible

uso como biomarcador o blanco terapéutico.

Material Suplementario.
El material suplementario estd disponible en

MendeleyData en el siguiente enlace:

https://data.mendeley.com/drafts/8gmg84h3vz

Figura 2. Red de regulacion del gen KIF2C en el evento
de inestabilidad gendémica. Se muestran los tres
compartimientos considerados para la reconstruccion, las
especies bioldgicas y las interacciones conjuntas de los
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nueve procesos. Los genes fueron representados por
cuadros amarillos, los mMRNASs por cuadros con diagonales
en las esquinas de color de verde oscuro, las proteinas por
cuadros con esquinas ovaladas de un color verde claro, los
complejos con cuadros con esquinas ovaladas grisaceos y
los procesos bioldgicos por hexagonos de color morado.
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