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Perhaps the first lesson to be learned from biology is that there are lessons to

be learned from biology.

- Robert Rosen
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Resumen

En esta tesis planteo un marco formal mixto que contempla tanto los aspectos estdticos
como dindmicos del metabolismo y enfatiza las consecuencias de realizar la clausura me-
tabélica, una propiedad reconocida como central en biologia pero diversa y vagamente
definida. Dentro de este formalismo concentro mi atencién en un patrén de catalizaciones,
el cual llamo lazo de catalizaciones, y derivo teoremas no sélo acerca de su existencia
sino que ademds de su comportamiento dindmico, encontrando que este ultimo da espacio
para la estabilidad y adaptabilidad ampliamente reconocida en los sistemas biologicos. En
particular formulo el teorema de la estabilidad del lazo (cLST), el cual se cumple para
una amplia gama de sistemas y fundamenta la robustez bioldgica. Con esto traduzco los
resultados tedricos y sobretodo las distintas nociones de clausura a un entendimiento mas
profundo de la conducta del metabolismo, lo que acerca la teoria al dominio experimental.
Adicionalmente describo como se podria extender esta teorfa. Los resultados obtenidos en
esta tesis son profusamente contrastados con teorias alternativas y se concluye que hay un
gran valor en la aproximacién aqui tomada porque es simultdneamente general, fértil y se
nutre y conecta con los resultados mds importantes de la biologia tedrica de sistemas de
los dltimos 50 afios.

Abstract

In this thesis I pose a mixed formal framework which comprises both static and dyna-
mical aspects of the metabolism and emphasises the consequences of realizing metabolic
closure, a property known to be central to biology but at the same time diversely and va-
guely defined. In this formalism I focus my attention on a particular catalization motif,
which I call catalization loop, and I derive theorems not only about its existence, but on its
dynamic behaviour, realizing that the catalization loop allows for biological stability and
adaptability. Moreover, 1 formulate the loop stability theorem based on closure (cLST),
which holds true for a wide range of systems and might be at the base of biological ro-
bustness. Thus, we translate theoretical results and more importantly, multiple definitions
of closure into a deeper understanding of the behaviour of metabolisms, which narrows
the gap between the theoretical and empirical domains. Additionally, I describe how this
theory could be extended. The results of obtained in this work are vastly compared with
alternative theories and it is concluded that the approximation followed here is of great va-
lue as it is general, fertile and it nourishes itself and connects to the most relevant results
in theoretical systems biology of the last 50 years.



Introduccion

Antecedentes

Los seres vivos, aunque tienen muchos menos componentes que una estrella (masa solar =
M,, = 1.9891 x 10 kg), tienen muchos més tipos de componentes ' y mas procesos que
una estrella. Entender como los sistemas vivos se originaron, funcionan y han resultado
ser sistemas fisicos increiblemente estables ha sido una de las mds importantes pregun-
tas de la ciencia occidental en los tltimos 300 afios. Esto no es sorprendente cuando se
analiza a la luz de que los seres vivos se han mantenido, como clase de sistemas, por
mas de 3.500.000.000 afios y ocupando practicamente cada rincén del planeta. La bisque-
da de este secreto de los seres vivos® ha sido intensa y no es nueva, pero justificada ya
que los siguientes hechos apabullantes. En pleno periodo de los enciclopedistas franceses,
en 1747, el médico Julien Offray de la Mettrie (1709-1751) publicé un pequefio panfie-
to (L "Homme Machine) donde afirmaba que el organismo humano era una mdquina, sin
secretos vitalistas, y que funcionaba esencialmente como un sistema (sofisticado) de en-
granajes transparentes (de La Mettrie y Thomson, 1996) 3. Desde ese entonces, hace 263
afios, muchas mentes se han dedicado a tratar de romper o descifrar el secreto de los seres
vivos. Sorprendentemente, el secreto sobre la naturaleza de los seres vivos se ha aseverado
muy duro de romper, a pesar de que se han usado aproximaciones muy distintas, desde

la fisica, la quimica, la biologfa, la matematica y la filosoffa. A continuacién, y sélo para

\E. coli tiene aproximadamente 1200 metabolitos y 4300 proteinas = 5500 componentes distintos en
s6l0 0.95 x 10712 g

Zpara ser preciso, con secreto me refiero a una definicién de ser vivo que sea universal y operativa, y
que permita derivar las propiedades generales mds notorias de esta clase de sistemas

3 Ademis publicé, en 1751 una obra pornogréifica L Arr de Jouir que le obligd a una vida trashumante
en varias cortes europeas hasta que muri6 de glotoneria en la corte imperial Alemana.



fijar el contexto intelectual de esta tesis, sobrevolaré las principales lineas de ataque que
ha sufrido este problema desde la obra de de la Mettrie. En todo caso, para los lectores que
deseen saber mds, aconsejo leer la siguiente revision moderna (Letelier y cols., 2011).
Existen muchas teorias que pretenden entender lo que podria llamarse el secreto de la
vida, pero muy poco consenso sobre su real utilidad en la biologia contemporanea. Por
ejemplo existe una enorme corriente de pensamiento que afirma que €l secreto estd en
los 4cidos nucleicos, especialmente en el ADN. Desde 1953 ese punto de vista se volvio
mayoritario en los principales centros minimamente sofisticados dedicados a la biologia;
al punto que la pregunta sobre la naturaleza especial de los seres vivos se transformé en
una mala metéfora sobre autématas y maquinas moleculares y la reflexién sobre el meta-
bolismo se llené de palabras como cddigo, programa, informacion, alfabetos y hasta un
innecesario dogma central'. Otra nocién explicativa ampliamente invocada, pero muy rara
vez explicada, ha sido asociar a los seres vivos propiedades como maquinas que se alimen-
tan de negentropia (ver libro What is Life? de Erwin Schrodinger de 1944 (Schrodinger,
1944) asi el maravilloso orden de los seres vivos se explicarfa como una generacidn de
orden (interno) a expensas de aumentar ¢l desorden del resto del universo. Pero en pa-
ralelo a estas mega-ideas (Vida = ADN, Vida = entropia negativa o Vida = Accionar de
un autémata) siempre ha existido una corriente de pensamiento que ha defendido que la
propiedad esencial que caracteriza a los seres vivos es el modo de organizacidn de su me-
tabolismo. A continuacién revisaré con mayor detenimiento cada una de estas corrientes
con el fin de contextualizar el desarrollo de esta tesis y preparar las ideas preliminares que
permitirdn explicar porqué la clausura metabélica debiese estar al centro de la discusién
sobre la organizacién biolégica. En particular, para avanzar en los objetivos de esta tesis se
haré una revisién de los puntos de encuentro y desacuerdo entre las teorfas anteriormente

mencionadas y se avanzard en el entendimiento del metabolismo utilizando la clausura

'dogma que, como todo en biologia, cuenta con notables excepciones



metabdlica como argumento central. Ademds se generardn resultados operativos para la
biologia experimental. Para lograr estos objetivos se establecerd un marco formal en el
cual la clausura metabdlica se exprese precisamente y simultdneamente se incorpore la
dindrnica temporal de los sistemas metabdlicos. Asi se entenderdn las consecuencias de

realizar la clausura metabdlica a nivel de magnitudes empiricas (e.g. flujos metabélicos).

Las cinco escuelas descriptivas

A continuacién haré una revision histdrica y analitica de las distintas corrientes que han
dominado la forma de entender la biologia, muchas de las cuales se mantienen vigentes
incluso hoy en dfa. Este proceso sirve para ilustrar la complejidad de la tarea y la diver-
sidad de ideas caracteristica del campo, contextualizar y plantear un vocabulario comun,
y crucialmente para resaltar porqué esta tesis se distingue de trabajos anteriores. He deci-
dido clasificar a estas primeras cinco escuelas como descriptivas, pues por ahora no han
logrado més' que describir el fenémeno de la vida. A pesar de contar con distintos énfasis,
enfoques y 1éxicos, su aporte no ha permitido desentrafiar o penetrar el secreto de la vida

significativamente.

Yida = Forma

Una tentativa notable y natural para entender a los seres vivos se debe al médico francés
Stéphane Leduc(1853-1939) quien estudié los bosques osmdticos los cuales son creci-
mientos de cristales que asemejan formas biolégicas como plantas, hongos o liquenes
como los que se observan en la figura 1. Lo interesante de la visién de Leduc fue su foco
hacia el metabolismo. Aunque no comprendi6 a cabalidad el mecanismo de crecimiento

de sus formas osmoticas (sélo fueron entendidas hacia 1980 (Coatman y cols., 1980) y se

'sin intento de desconocer la utilidad y grandeza del impacto que han tenido



Figura 1: Jardin osmético realizado en la Facultad de Ciencias utilizando una solucién de sili-
cato de sodio y distintas sales como sulfato de cobre. La morfologfa aparentemente biolégica de
estas estructuras inspiré a Stéphane Leduc a considerar la complejidad de los organismos vivos
como resultado de una serie de procesos esencialmente quimicos pero interconectados de forma
particular.

han revisado recientemente por Cartwright y cols. (2002)) si intuy6 que la naturaleza de
las reacciones de transformacién eran importantes. De hecho Leduc fue una persona de

pensamiento muy moderno como lo atestigua su libro (de 1912) La biologie synthétique,

étude de biophysique (Leduc, 1912).

les étres vivants sont formés des mémes éléments et des mémes énergies
que le reste du monde. Les phénoménes de la vie suivent les lois physiques
générales de la nature: la loi de la continuité, celle de la conservation de la
matiere, celle de la conservation de I’énergie. Les étres vivants sont des trans-
formateurs de forme, de matiére, d’énergie. La vie est un phénomene physique

(Capitulo TIT, (Leduc, 1912))

Claro que con 100 afios de ventaja podemos darnos cuenta de lo moderno y errado
que era el pensamiento de Leduc, sobretodo ya que su vision del metabolismo tenia como
metéfora la quimica inorgdnica y nunca consideré a las enzimas y el fenoméno de la

catélisis (durante el resto de esta tesis explicaré porque esto es fundamental para incorporar

4



la nocién central de clausura).

Otro aspecto importante de Leduc es su fijacién en la morfologia como criterio de
lo viviente. Sin lugar a dudas, dado que en el desarrollo de esta tesis se han construido
bosques osméticos bastantes espectaculares, se afirma que la cautivacién de Leduc por la
riqueza de formas “orgdnicas” que espontdneamente aparecen en estos bosques osmaoticos
es justificada. Esto lo llevo al convencimiento de que tenia entre ma un fenémeno fun-
damental para entender a los seres vivos ya que podia sintetizar su forma con reacciones
inorgdnicas. En esta tesis me muestro opuesto a esta corriente: la “forma” de un fené-
meno no captura su “‘esencia”, asi que el programa de Leduc aparece a nuestros 0jos como
irremediablemente equivocado. En efecto, como el zorro de Antoine de Saint-Exupery
creo que “lo esencial es invisible a los ojos”. Lo notable de esta pseudo-igualdad o falso
isomorfismo es que aiin después de 100 afios de la obra de Leduc muchas personas del
ambiente de las ciencias de la computacién creen (al igual que Leduc) que si un programa
produce una salida que se parezca a la forma de los seres vivos es que se ha capturado la
esencia de estos sistemas. Ejemplos de estos programas son muchos sistemas de reaccién-
difusién (cuya belleza cautivé a Turing). Para ser justo, debo mencionar que esta corriente
de pensamiento cuenta con la teoria celular entre sus filas! Si bien la teoria celular en su
forma actual es reflejo de un pensamiento bastante més profundo e informado, el principio
rector es el mismo. Nuevamente, en honor a la justicia, debo reconocer que los aportes de
esta ultima teorfa a la biologia han sido mayisculos.

Nuevamente, en un acto de consciencia, quiero recordar aqui al cientifico mexicano
Alfonso Herrera (1868-1942) quién, en la década 1920/1930, expandia las ideas de Leduc
e hizo experimentos mds atrevidos para sintetizar sistemas vivos artificiales.

Por dltimo me gustaria mencionar un pintoresco ejemplo de cémo esta corriente sigue
vigente: El caso de las nanobacterias. LLas nanobacterias (similarmente a los nanobios) se

postularon originalmente basadas en observaciones morfoldgicas pero posteriormente se



descartaron bajo fuerte evidencia. Resulta un entretenido ejercicio cientifico seguir esta
literatura: Kajander y Ciftgioglu (1998); Urbano y Urbano (2007); Raoult y cols. (2008) o

incluso este formativo articulo por Garcia-Ruiz y cols. (2009)

Vida = Sistema que consume Negentropia

La entropia, en su definicién cldsica por Rudolf Clausius (1822-1888) es una funcién de

estado que sélo se puede computar para procesos reversibles de acuerdo a:

[ dQr
AS—/ T dz (1)

La nocién de entropia siempre ha ejercido un embrujo potente, sobre todo por leyes co-
mo que la entropfa, en procesos espontdneos, s6lo puede aumentar. Para ver un ejemplo
del efecto que esta misteriosa nocién puede tener incluso sobre autores del campo, cito
textualmente a mi libro favorito de fisicoquimica (Castellan, 1987):
“ . un extrafio sentimiento que tiene la mayorfa de las personas de que la entropia puede
verse, sentirse, meterse en una botella, si pudieran ver el sistema desde un angulo apropia-
do”

luego recomienda
“Podemos evitarnos noches de insomnio si, por el momento al menos, ignoramos la vaga
pregunta ;Qué es la entropia?”

y finalmente advierte
“Otros métodos de accién, como tratar de memorizar el mdximo de ecuaciones posible,
s6lo produce pdnico, paralisis y paranoia.”

Otro aspecto de atraccién que tiene la entropia es que esta variable de estado es el
resultado de la primera, y mds efectiva, teoria de sistemas que se haya producido. No

deja de ser notable que, al analizar la eficiencia de motores a vapor la ciencia del siglo



XIX se produjo una ciencia de sistemas que se terminé aplicando desde reacciones quimi-
cas, gracias a relaciones como dUU = T'ds — Pdv, hasta el universo, gracias al teorema
H. Interesantemente para nuestros fines, la termodindmica usa muy pocas variables para
describir sistemas (masa, temperatura, volumen, presién, energia interna, entropia, etc...).
Por lo tanto, la termodindmica, en su versién cldsica o en la versidn estadistica, no ve
la micro-estructura interna (i.e. la red metabdlica) de los sistemas que estudia, si no que
observables macroscépicos. Como es de comtn acuerdo, uno de los genios mas atormen-
tados del siglo XIX (Ludwig Boltzmann (1844-1906) produjo un resultado fundamental
que relaciona el mundo macroscépico con el microscépico a través de la entropia () y el

niimero de microestados correspondientes al macroestado observado {2

S = k- In(Q) @)

Esta ecuaci6én, debido al concepto de nimero de microestados, (£2) ha sido muy usada
y ha llevado al abuso de establecer la errénea pero ampliamente invocada y ensefiada

equivalencia:
ENTROPIA = DESORDEN

Esta relacidn, mdas el hecho obvio de que los seres vivos parecen ser la antitesis del desor-
den, ha hecho que muchas personas hayan tratado de hacer calzar (muchas veces a mar-
tillazos!) la nocién de que los seres vivos —que son entidades organizadas— no sélo deben
disminuir su entropia, si no que ésta es la actividad que los caracteriza como una clase
especial de sistemas. Los principales propugnadores de esta metdfora son Erwin Schrd-
dinger (1887-1961) en su libro What is Life (1944) y Walter Elsasser (1904-1991) con su
idea de que existen leyes de la fisica, que se aplican a los seres vivos: leyes biotdnicas. En
esta tesis no explorar4 ideas relacionadas con la entropia, ya sea en su version cldsica o en

su version estadistica, pues creo que:



= Al ser un pardmetro extensivo, no tiene la correcta “granularidad” para referirse a

sistemas con tantas clases de componentes como los seres vivos.

» Es una variable que no se puede medir usando las ideas estadisticas al nivel de
metabolismo celular (;Cudl es el Q de E. coli?). De hecho, desde hace 20 afios
hay una muy interesante literatura que trata de medir la entropia del crecimiento
bacteriano usando ideas de la més cldsica fisicoquimica (Battley, 1993; Trevors,

2011).

Esto no significa que la escuela este muerta, al contrario, se ha extendido y reformulado
con grandes expositores como Ilya Prigogine apoyédndola. También me gustaria aclarar
que de ninguna forma pretendo ignorar que el metabolismo debe seguir principios fisico-
quimicos, pero creo que el enfoque no es el adecuado para comprender a los organismos

VIVOS.

Vida = ADN o un Algoritmo

Otra escuela de pensamiento, la predominante en la biologia actual, identifica todo lo
interesante de los seres vivos con la dindmica molecular de los dcidos nucleicos (ADN y
ARN). Desde que se insinué su funcion, en 1953 (Watson y Crick, 1953), y que se pudo
describir el sorprendente mecanismo de la biosintesis de proteinas hubo un verdadero
tsunami que identific6 (y sigue identificando) a “lo vivo” = “poseedor de ADN™. Hay que
reconocer que los avances en conocimiento de la biologia molecular (i.e. c6digo genetico,
control de la expresién génica, el ribosoma como una méaquina proteica) dan la apariencia
que el ADN es absolutamente central. Poco ayuda a la hora de rebatir esta idea que este
tipo molecular se encuentre en todos los sistemas vivos e incluso de alguna forma en
aquellos que exhiben propiedades de lo vivo y ocupan una zona gris (e.g virus). Nada

describe esta infatuacién mejor que el llamado dogma central donde la parte efectora del



metabolismo (enzimas, proteinas estructurales) es sélo el outpur de 1a dindmica del ADN

y ARN. Este dogma reza asi:

ADN — ARN — Proteinas 3

Aunque se hayan escrito montafias sobre esta infatuacién como nocién central de lo
vivo, obviamente no puedo mis que estar en completo desacuerdo ya que este enfoque
indica que la fenomenologia de lo vivo es consecuencia de un componente y no de una red
de relaciones. Justamente un punto de vista alternativo es que “lo vivo” es una consecuen-
cia de c6mo se organizan procesos, no de componentes en particular o de variables fisicas
y esta tesis es un avance microscépico en esta direccién. Ademds es siempre instructivo
darse cuenta de que el “dogma central” acepta una lectura dual, donde el ADN/ARN son

s6lo cofactores de un proceso de replicacidn de proteinas.

Proteinas — Proteinas 4)

En forma paralela al “culto al ADN” la segunda mitad del siglo XX inaugurd el “culto
al algoritmo”. En efecto el operar de todo el mecanismo de biosintesis de proteinas se
puede interpretar (“sobre-interpretar” dirfan algunos) como una especie de maquina de
Turing ! operando sobre una cinta que contiene un programa codificado. Esta nocién aco-
plada al auge infinito de la capacidad de c6mputo, de almacenamiento y de visualizacién
de los computadores modernos hizo que algunos en la comunidad de los fisicos y de los
informéticos generaran su propio “dogma’ que se puede encapsular asi:

Sistema Vivos = Manifestacién fisica del operar de una cierta clase particular de algorit-
mos.

Esta nocién ha sido muy aceptada desde muy temprano. Uno de los grandes iconos

! Alan Turing (1901-1954) el verdadero inventor de las ciencias de la computacién



de la matemdtica del siglo XX (John von Neumann, 1903-1957) ' de hecho hasta hizo
un trabajo mostrando como una maquina, siguiendo un programa, podia auto-construirse
(Von Neumann y Burks, 1966). Una interesante conjuncidn entre esta corriente y el enfo-
que morfolégico son los sistemas-L (sistemas de Lindenmayer), utilizados para modelar
el desarrollo y crecimiento de organismos vegetales (Rozenberg, 1980).

Desde entonces hasta ahora mucha gente se ha dedicado a generar teorias computacio-
nales de los seres vivos. La muestra més palpable de esto es la creacién de un nuevo campo
de investigacién: Artifcial Life (AL) (Langton y Santa Fe Institute , Santa Fe(1989) 2. El
campo de ALIFE, sobre todo en EEUU, se centré demasiado en la metédfora de los compu-
tadores y hasta se generd una escuela alternativa con la European Conference on Artifical
Life en 1991 (Varela y Bourgine, 1992). Pero esta metafora no se ha demostrado fructife-
ra. De hecho en 2012, en la conferencia de FC AL en Paris se pidi6 a los asistentes votar
por cual habia sido EL resultado del campo de AL en 25 afios de vida y se seleccioné a
un programa de computacién (TERRA de Thomas Ray) que simula un proceso ecolégico-
evolutivo. De mds esta decir que nadie, fuera de la estrecha comunidad de Al o ECAL ha
escuchado hablar de este programa como de una “gran contribucién”.

Mi opinién resumida es que esta corriente no es mas que aplicar el razonamiento de la
fisica tradicional a los irreducibles fenémenos biolégicos. La obsesién por encontrar los
mecanismos causales entre componentes logran un embrujo poderoso pues parecen muy
explicativos, sin embargo creo que esto es una ilusién que puede mantenerse s6lo mientras
uno observe el sistema como partes de existencia y sentido independientes, y no como un
todo. Cuando se da un paso hacia atras aparece lo inabarcable por esta cosmovision, los
llamados comportamientos emergentes que son inmanentes a la biologia.

Adicionalmente a esta bisqueda de algoritmos existe una “meta-discusion” acerca de

'La arquitectura de los computadores modernos se llama “Arquitectura de von Neumann”
ZNo deja de ser curioso que la conferencia inicial de este campo se haya efectuado en el laboratorio
militar de Los Alamos, Nuevo México
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silos sistemas vivos son simulables o no. Este es otro tépico que ha consumido a grandes
mentes ' pero yo sélo deseo dejar estampado aqui que: la simulabilidad de los seres vivos
es un interesante problema con miltiples aristas, pero que no estard en el foco de mi tesis.
En efecto, mi tesis busca no seguir “avivando polémicas” sino que obtener un resultado
técnico que sea incontrovertible, y més o menos entendible por la gran mayoria, y que use

las nociones de clausura metabdlica.

Vida = Maquina sumamente complicada

Sin lugar a dudas tratar de entender cudl es “EL” secreto de los seres vivos es un problema
cientifico trascendente de primera magnitud y aunque estuvo mucho tiempo relegado a la
periferia del establishment, se ha puesto en el centro mismo del pensar biolégico debido
al auge en la cantidad de datos que se estdn obteniendo. Por ejemplo, hacia 1995 cuando
salié la primera versién del genoma humano algunos (optimistas) creyeron que al saber la
secuencia de los 3200 millones de pares de bases de nuestra ADN se sabria TODO sobre €l
organismo. Pero gran fue su desilusién cuando se descubrié que saber la secuencia ilumi-
naba muy poco los problemas fundamentales. Al poco andar algunos biélogos envueltos
en genética, metabolismo y andlisis cuantitativos redescubrieron algo esencial: la biologia
es una ciencia que trata de sistemas y no de partes. Asi, esta coleccién de bi6logos reduc-
cionistas hizo suya las banderas del anlisis sistémico y bautizé un nuevo campo: Systems
Biology, nombre dado por Hiroaki Kitano (1961-) en el afio 2000 (Kitano, 2001).

En la prictica todo el campo de Systems Biology es s6lo una vuelta de tuerca mas
al problema visto por bidlogos reduccionistas armados con una infinitud de datos, poder
computacional y matemadticas de lo complejo, que sin embargo usan puntos de vista que ya
llevan varias décadas de existencia, pero que atin rehiyen las ideas tedricas mas avanzadas

0 abstractas.

'Mi director de tesis (JCL) ha tenido alguna participacién en esta trifulka (Letelier y cols., 2003)
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Vida = Modo especial de Organizacion

Por razones que tienen un origen multifacético, y que no voy a analizar aqui, la segunda
mitad del siglo XX fue muy fructifera respecto la consideracion de los sistemas vivos como
realizaciones de un modo particular de organizacién y aparecieron varias teorfas o mode-
los como: Sistemas (M,R) (Rosen, 1958a,b), La Autopoiesis (Maturana y Varela, 1973), el
Chemoton (Ganti, 2003) y los Conjuntos Auto cataliticos (Kauffman, 1986) por mencionar
lagunas. A pesar de que estas teorfas poseen lenguajes distintos y enfoques tedricos dife-
rentes es posible rescatar que todas tienen un crucial punto en comiin ya que consideran
que la quintaesencia de los sistemas vivos radica en el hecho de que son redes de procesos
que, como red, tienen la propiedad de fabricar los propios componentes que sustentan esta
red de transformaciones. A esta propiedad se le denominaré en esta tesis como clausura
metabdlica. Talvez no sea una sorpresa que en mds de medio siglo estas teorfas hayan
generado una abundante literatura pero —muy a pesar nuestro— ningtin resultado relevante.
La falta de relevancia no puede quedar mejor expresada por la casi completa obscuridad
en la que viven estas nociones: los bi6logos experimentales, biélogos de mesdn, no s6lo
no las mencionan sino que desconocen su mera existencia. Este hecho encuentra su ex-
plicacién probablemente en el lenguaje poco operativo en el cual se describe la clausura
metabélica, alejandola asi del mundo experimental. En este trabajo retomaremos €l espi-
ritu de esta escuela pero, aprendiendo del pasado, seguiremos un camino més técnico. En
particular revisaremos un par de teorias formales que rescatan o reinterpretan los puntos
esenciales de esta escuela pero esta vez basdndose en matematicas para tener herramientas
de derivacién de principios y rigor indiscutible. Prestaré particular atencién a la nocion de

clausura en sus distintas formas ya que me parece una idea sumamente poderosa.
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Clausura: Un punto de encuentro

Antes de sumergirme en un mar de definiciones y teoremas considero adecuado revisar a
profundidad algunas teorias que siguen la corriente de la organizacién. Haré esto con la
intencién de contraponerlas y mostrar como dentro de la misma escuela pueden realizarse
exposiciones tan distintas sobre el mismo problema. Esta experiencia formativa ademads
nos dard un vocabulario base y las nociones mds relevantes de este punto de vista. Por
otro lado, creo que un aporte de este trabajo, quizas no cientifico pero si histérico, es la
interpretacién, yuxtaposicion y sintesis de distintas teorias desde un enfoque moderno. A
continuacién realizare una revisién en realidad somera, pues los detalles técnicos de los
sistemas (M,R) serdn visitados in extenso en el capitulo 2. Si me gustaria, a modo de guiar
la lectura, indicar que la clausura es lo que deseo rescatar de estas teorias principalmente.

La nocién de que los sistemas vivos se autoproducen, el nicleo de la idea de al au-
topoiesis, €s un concepto que se encuentra en distintas formas en muchas teorias nacidas
desde 1950s a la fecha. Resulta extrafio que si bien todas hacen referencia a la clausura
metabdlica, sus definiciones y enfoques difieren bastante. Por lo tanto, ante esta diversidad
de enfoques, es importante estudiar estas teorias y extraer cuales son los puntos de concor-
dancia y en cuales difieren. Para dar un ejemplo de esta situacién de acuerdo/desacuerdo,
mencionaré que la autopoiesis trata sobre la clausura metabélica, los sistemas (M,R) se
preocupan de la clausura a causas eficientes, y los formalismos mads técnicos utilizan el
término clausura o clausura catalitica. Si bien todos los conceptos apuntan a lo mismo, los
lenguajes son distintos. Las similitudes y diferencias serdn apreciables una vez revisemos

con detalle estas exposiciones.
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Biologia Relacional

Aunque Nicolas Rashevsky (1899-1972) tuvo una vida excepcional !y grandes intuicio-
nes, la biologia del siglo XX lo terminé olvidando casi totalmente. Rashevsky fue un fisico
ruso que, escapando del ejército rojo, llegé a EEUU hacia 1924. Trabajé inicialmente
como fisico, pero fue atraido a la biologfa ya que consideraba que el enfoque fisico-
matematico era lo que faltaba en la biologia y que los bi6logos no sabian matematicas
2 Con increfble ahinco, desde 1935 hasta 1965 trabaj6 en la University of Chicago donde:
cre6 en 1938 la primera revista cientifica en biologia teérica (The Bulletin of Mathema-
tical Biophysics, y en 1947 el primer programa de doctorado en esta drea. Su trabajo, en
biologia tedrica, puede dividirse en dos partes. Entre 1938-1955 public muchos modelos
sobre fenémenos tales como: divisién, celular, conduccién nerviosa, redes de neuronas,
epidemias, redes de personas. Todos estos modelos, con nuestros ojos modernos, pueden
parecer un poco delirantes Mathematical Biophysics:Physico-Mathematical Foundations
of Biology (Rashevsky, 1960) ya que usaba un punto de vista fisicista o ingeneril un tan-
to extremo: divisién celular modelada como la separacién de cargas eléctricas del mismo
signo (1!1). No es de extrafiar que muy poco de ese esfuerzo haya sobrevivido en la historia
del pensamiento biolégico. De hecho Norbert Wiener (1894—-1964) en su influyente libro
Cybernetics: Or Control and Communication in the Animal and the Machine (Wiener,
1948) le dedica un parrafo no muy diplomatico, pero esencialmente ajustado a la realidad,
al programa de investigacién de Rashevsky.

Pero, después de 1953, se produce un cambio drastico en el punto de vista de Ras-
hevsky, ya que abandona la idea de hacer modelos “ingenieriles” y pasa a considerar a

la organizacién biolégica como un sujeto de estudio per se. No se deben explicar los fe-

loficial de la marina Zarista, fisico, bidlogo teérico, gran profesor de una gran universidad norteameri-
cana

2un sindrome bastante comin entre los fisicos/matemadticos/informdticos que se dedican a la biologia,
pero no del todo errado
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nomenos en forma disgregada hay que buscar principios generales y buscar leyes de la
organizacion (Rashevsky, 1954). A estas ideas, que a pesar de no ser muy claras eran atra-
pantes y llenas de potencialidades, les puso el nombre de Relational Biology o Topological
Biology. Desde ese afio (1955) no cesé de escribir sobre este punto de vista, insistiendo
que los sistemas biolégicos se caracterizaban por relaciones especiales entre sus compo-
nentes. Una lectura actual de esos trabajos muestra ideas dificiles de entender, ensefiar y
aplicar, seguramente no sobrevivirian a los revisores modernos del Journal Of Theoretical
Biology, pero lo importante es que la emocién de la linea de investigacién cambi6 irre-
versiblemente. Desde entonces (i.e. 1955) Rashevsky y sus alumnos trataron de generar
una teoria de la organizacién biolégica. Como veremos este camino tuvo su exponente
mds ilustre en Robert Rosen (1934-1998). En la pluma de Rashevsky la teoria de la or-
ganizacién s6lo queda como una peticién de principio; nada concreto, el grito de alguien
convencido. Una exposicién sobre la real contribucién de este “ruso blanco™ puede encon-

trarse en: (http://www.uvm.edu/ pdodds/files/papers/others/2004/abraham2004a.pdf)

Sistemas (M,R) !

En 1954, Robert Rosen ingresa como alumno de doctorado al programa de biologia tedri-
ca creado por Rashevsky en la Universidad de Chicago (Ph.D Program on Mathematical
Biology: 1947-1965). Rosen, proveniente de una familia judia de New York, entr6 al pro-
grama de doctorado entusiasmado con la idea de aplicar nociones de la mecénica cudntica
a la biologia. Pero justamente llega en el momento de la transformacién del foco de in-
vestigacion del indiscutido lider del grupo, del programa y editor en jefe del inico Journal
de biologia tedrica existente entonces. Seguramente deben haber sido meses y afios fasci-
nantes en Chicago. Un aspecto bastante Gnico de esta situacion debe haber sido, ademds

de la personalidad de Rashevsky, la posibilidad de Rosen de interactuar con profesores

!y una compleja epistemologia hyper-postmoderna
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de la talla de Saunders Mac-Lane (1909-2005) uno de los creadores de la Teoria de Ca-
tegorias; para leer una autobiografia se aconseja el siguiente trabajo: Autobiographical
Reminiscences (Rosen, 2006).

A continuacién veremos que la contribucién de Rosen es absolutamente fundamental
para el campo del estudio de la organizacién bioldgica, pero desgraciadamente la actividad
académica alrededor de Rashevsky (y del programa en biologfa matemética) fue solo una
aventura personal de Rashevsky. Una vez que Rashevsky se alejé de la Universidad de
Chicago dejaron de existir; el programa de doctorado, el Bulletin, y las ideas propiamente
tales. En el 2010 nadie, en la Universidad de Chicago, se acordaba ya sea de Rashevsky,
Rosen o el Ph.D Program on Mathematical Biology y hasta se habia extraviado la tesis de
doctorado de Rosen.

Rosen, hacia 1956-1957, durante la ejecuci6n de su tesis de doctorado generd una
enigmdtica idea que ocupard el centro de toda su vida intelectual. A continuacién daré un
resumen de lo que yo he entendido de lo que se puede denominar Rosen s intuition. Es im-
portante dejar en claro que la lectura de Rosen es un ejercicio que requiere determinacion
y constancia. En efecto, Rosen escribi, absolutamente todos sus escritos, en un lenguaje
dificil, obscuro y sin dar ejemplo alguno de sus ideas. No es de extrafiar que, afuera de un
muy pequefio grupo de iniciados (ver www.panmere.com), sus trabajos sean totalmente
desconocidos, a pesar de haber escrito un libro con el ambicioso titulo de Life Itself (Ro-
sen, 1991)'. Como dije anteriormente, revisaré sus ideas con bastante mas detalle en el

siguiente capitulo.

'En este punto recomiendo leer el trabajo de Letelier y cols. que trata de explicar que se debe entender
cuando se lee a Rosen (Letelier y cols., 2006)

16



Autopoiesis

Hace 40 anos y bajo las dificiles circunstancias que imperaban en Chile en 1970-1973 !,
los reconocidos bidlogos chilenos Humberto Maturana (1928-) y Francisco Varela (1946-
2001) escribieron un pequefio pero inmensamente influyente libro: De Mdquinas y Seres
Vivos (Maturana y Varela, 1973).

En ese libro se plasmé un punto de vista para entender a los seres vivos. Uno de los
aspectos centrales de este punto de vista fue la nocién de autopoiesis (auto-fabricacion),
es decir, los sistemas vivos se caracterizan por el hecho de que producen la mayoria de sus
componentes a través de una red de procesos. Por esto se denomina que su organizacién
metabdlica es circular, o cerrada sobre si misma. Es instructivo leer, con 40 afios de

perspectiva, el parrafo que define a las mdquinas autopoiéticas °.
An autopoietic machine is a machine organized (defined as a unity) as

a network of processes of production (transformation and destruction)
of components which: (i) through their interactions and transformations
continuously regenerate and realize the network of processes (relations)
that produced them; and (ii) constitute it (the machine) as a concrete
unity in space in which they (the components) exist by specifying the

topological domain of its realization as such a network.
Esta definicion consta de 2 cldusulas. La primera (i) es forma bastante compleja de

definir clausura focalizdndose en los procesos y no en los componentes. Es ademds una
definicién moderna ya que se refiere a una red de procesos. Esta cldusula es el nicleo
conceptual de la autopoiesis. La segunda cldusula (ii) afirma que las maquinas autopoié-
ticas son entidades en el espacio fisico que, a causa de su propio metabolismo, se auto-

encapsulan.

Iclaro que después de 1973 las circunstancias se harian bastante peores...

La definicién fue inicialmente escrita en inglés. El libro en espaiiol (Maturana y Varela, 1973) es una
traduccidn de un documento escrito para el Biological Computing Laboratory de la Universidad de Illinois
en 1972
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Figura 2: Un pequefio libro rojo con muchas consecuencias. En 1973 aparecié De Maquinas y
Seres Vivos editado por la Editorial Universitaria. Su formato es muy pequefio, menor que un
Livre de poche, debido a las restricciones existentes en el uso del papel prensa. Inicialmente pasé
desapercibido, pero como dijo Stafford Beer “Este es un pequefio libro que contiene un universo”.
En 2013 se cumplen 40 afios de la publicacién, mucho se¢ ha escrito sobre las (muchas) ideas
contenidas en este libro que van desde el entendimiento del metabolismo, el operar del sistema
nervioso y una nueva manera de entender el fendmeno de la evolucion bioldgica. Sin embargo, la
influencia de estas ideas en el dia a dia de los biélogos ha sido mucho menor; se estd aiin en las
etapas iniciales de la revolucidn augurada y propulsada por Maturana y Varela en 1973.

La influencia del concepto de autopoiesis ha sido enorme, contando con mis de 15
publicaciones ISI en el 2010 y 10 en el 2011, cerca de medio millén (!!) de resultados
en Google y media docena de patentes en Europa y Estados Unidos. Estas publicaciones

son de todo tipo, desde sistemas sociales, pasando por economfa y politica organizacional,

hasta su campo de origen, la biologfa. Sin lugar a dudas que la nocién de clausura meta-
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bélica, vista desde el punto de vista de la Autopoiesis, es una de las contribuciones mas
importancia la Facultad de Ciencias de la Universidad de Chile en sus 50 afios de vida.
Ademas de haber generado miles de referencias, se han producido media docenas de pa-
tentes '. No se puede evitar mencionar que la cldusula (i) ~como fue escrita originalmente
por Maturana y Varela— ha sido parafraseada muchas veces como una manera interna por
la cual un sistema puede definir su propia realidad. De hecho en De Mdquinas Y Seres

Vivos es posible encontrar la siguiente propiedad de las maquinas autopoiéticas:

the space defined by an autopoietic system is self-contained and cannot
be described by using dimensions that define another space. When we refer
to our interactions with a concrete autopoietic system, however, we project
this system on the space of our manipulations and make a description of this

projection.

Este parrafo parece indicar que “el espacio” (en su definicién mds amplia) donde existe
un sistema autopoiético es definido por la dindmica interna de este sistema y ademas no es
conmensurable con el espacio desde donde se describe el sistema. No es de extrafiar que,
con afirmaciones de este calibre, la autopoiesis se haya transformado en una idea usada
por muchos campos. Un uso, extra-biolégico, se puede encontrar en The Autopoiesis of Ar-
chitecture: A New Framework for Architecture (2010) (Schumacher, 2011). Pero no es el
dnico, de hecho, una de las aplicaciones con mds seguidores se refiere a una interpretacion
“autopoiética” de los sistemas legales por Niklas Luhmann (1927-1998) y hasta existe una
“teoria autopoiética” de la guerra y de la “Actor-Network Theory” (Actor-Network Theory
and Autopoiesis: A New Perspective on Knowledge Management. Lars Steiner (Univer-

sity of Givle, Sweden). Claro que tampoco seria justo olvidar teorias psicoanaliticas (Is

lver patente: US 6553355, Autopoietic network system endowed with distributed artificial intelligence
for the supply of high volume high-speed multimedia telesthesia telemetry, telekinesis, telepresence, tele-
management, telecommunications, and data processing services
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Freud’s model of the mind autopoietic?) o incluso de la resolucién de conflictos. Como se
puede ver, la utilizacién de la autopoiesis como metdfora ha sido (y continda siendo) un
campo muy fértil en dreas alejadas de la biologia. No deseo hacer un andlisis fino, pero
yo estimo que esta popularidad se basa en el hecho de que, con la nocién de autopoiesis
se puede comenzar a hablar de auto-referencia y modos de relacionarse de unos sistemas
con otros.

Pero mi interés no es hablar de autoreferencia, arquitectura, sistemas legales o del arte
de la guerra. Mi interés estd centrado en la biologia y por lo tanto aparece la pregunta:
(C6émo usar la autopoiesis en biologia, el campo donde fue concebida?

Han existido varias tentativas para: a) matematizar la autopoiesis y b) aplicarla con-
cretamente al metabolismo celular '. Debo dejar en claro que mi interés no es en “mate-
matizar” algo por si mismo, si no que entender el metabolismo y ambas acciones no son
sinénimos, mas la matematizacion es un paso o herramienta poderosa para explorar y co-
municar las consecuencias de distintos axiomas. Un problema para poder aplicar verbatim
la definicién de mdquinas autopoiéticas al metabolismo es la dificultad en definir procesos
y componentes ambas nociones son claves y es siempre complicado definirlas.

Un ejemplo de intento de formalizar la autopoiesis fue bastante temprano, hacia 1976,
un alumno de la Facultad de Ingenieria de la Universidad de Chile (Aquiles Limones) hizo
su memoria de titulo sobre una visién de la autopoiesis como un sistema retro-alimentado.
Una tentativa més interesante fue llevada a cabo por Francisco Varela quien, en 1979,
publicé un libro (Principles of Biological Autonomy) donde usa el cdlculo indicacional
de Spencer Brown (1923-) (Spencer-Brown, 1972) para definir la idea de auto-referencia
(Varela, 1979). Estas dos tentativas no atacan el problema de cémo hablar de metabolismo
dentro del contexto de la autopoiesis, en cambio se centran en entender la idea de “auto-

referencia”.

lse recuerda que ese fue el campo donde naci6é
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Pero la simulacién computacional de sistemas autopoiéticos si ha generado escuela y
mucha. Hay que recordar que el paper original de Varela, Uribe y Maturana (Varela y cols.,
1974) tenia una seccién (Protobio) donde se simulaba un metabolismo muy simple con-
sistente en tres reacciones. El operar de este metabolismo producia una encapsulacién y
tenia cierto grado de clausura. Esta simulacidn, que algunos han visto como iniciando el
campo de Artificial Life o Automatas Celulares ha sido replicado por muchas personas
desde entonces al punto de que se cred el campo de Computational autopoiesis (McMu-
llin, 2004; McMullin y Program, 1997). Estas simulaciones son interesantes ya que en
la prictica son simulaciones de redes metabolicas muy simples y capturan el hecho de
la auto-encapsulacién. Pero todas estas simulaciones son, para nuestro conocimiento mo-
derno, bastante simples ya que sélo contienen pocas reacciones (del orden de 10) y usan
quimicas artificiales muy simples.

Una tentativa mds interesante se puede encontrar en el trabajo de Pier Luigi Luisi
(1938-) que ha tratado de hacer sistemas celulares artificiales basados en la autopoiesis y
ha logrado interesantes resultados en la autocatdlisis de la formacién de lipidos (ver por
ejemplo la conferencia: http://www.pt-ai.org/smlc/2013) y el libro The Emergence of Life:
From Chemical Origins to Synthetic Biology (Luisi, 2006). Lo interesante es que la nocion
de autopoiesis, atin con todas sus imprecisiones, ha servido como principio heuristico para
guiar los experimentos. Por ello no es de extrafiar que se haya creado otro pequefio campo
de investigacién denominado: Chemical Autopoiesis (Luisi, 2012).

Lo que ha pasado con Computational Autopoiesis y Chemical Autopoiesis es un in-
dicador del campo en su conjunto: Existen ideas interesantes (y atrapantes) que mucha
gente cree que van a tener un gran impacto futuro. Pero ese impacto no se ha podido coa-
gular en verdaderos resultados ya que (aparentemente) falta una idea fundamental para
poder hablar con propiedad de términos como procesos, componentes, redes de proce-

sos o autonomia. Pero, en términos conceptuales, existen cientos (sino miles) de papers
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y documentos web que tratan de usar las ideas de la autopoiesis en una gran variedad de
situaciones. Mi opinién es que muchas de estas tentativas son meras metdforas y, aunque
tengan profundidad conceptual, no tienen una profundidad técnica.

Pero, dado que se podria pensar que estos comentarios son demasiado negativos vis-
a-vis de la autopoiesis quiero dejar en claro que realmente considero muy importante la

obra de Maturana y Varela por los siguientes motivos:
= Clausura como elemento definitorio de lo vivo
= Enfasis en el concepto de red de procesos
» Enfasis en la nocién de encapsulamiento
= Laidea de la autonomia como derivada de la nocién de clausura
» [a organizacién como caracteristica diagnéstico de clase

= Su relacién histérica con la cibernética y la importancia del Biological Computing

Laboratory bajo la direccién de Heinz von Foerster (1911-2002)

= Su intima relacién con una teoria sobre el sistema nervioso. Poca gente sabe que el
libro De Maquinas y Seres vivos es la expansién de una idea de Humberto Matu-
rana sobre entender al sistema nervioso como una maquina que continuamente est4
generando correlaciones senso-motoras. Por ello, el libro que introduce la nocién
de autopoiesis al mundo anglosajén lleva el enigmético titulo de Autopoiesis and

Cognition (Maturana y Varela, 1980)

» Su afan totalizador y unificador de la Biologia; muchos creen que funda una nueva
epistemologia, y una nueva teoria del lenguaje. En todo caso, a pesar de los casi

nulos avances (en el dominio de la accién cientifica predictiva) es normal esperar
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que cada 10 afios se publiquen trabajos con el sugestivo titulo de “autopoiesis: Una

Re-Evaluacién” (McMullin, 2004; Luisi, 2003; Razeto-Barry, 2012).

Sistemas (M,R) y Autopoiesis

Una pregunta que se puede hacer es: ;Que tanto conocian Maturana y Varela, hacia 1970-
1973, de los sistemas (M,R)? Hay que enfatizar que tanto Rosen como Maturana/Varela
hacian énfasis en la idea de clausura... y que en ese énfasis eran pioneros. ;Leyeron Ma-
turana/Varela los papers de Rosen?

Aunque parezca increible Maturana y Varela desconocian completamente el trabajo de

Rosen. Hay varias evidencias -y razones— de este desconocimiento:

» Como se dijo la idea central de la autopoiesis no proviene de una idea sobre el

metabolismo, sino que sobre una manera de entender el sistema nervioso.

= este interés en el sistema nervioso de remonta a la propia carrera académica de Ma-
turana y a su interaccion con EL centro mds duro de la nueva ciencia de la cibernética

(el BCL)

= El ostracismo que el mundo de la cibernética tenia respecto de Rashevsky. Aunque
BCL (1958-1974) co-existi6é temporalmente con Rashevsky y su grupo... y ademads
s6lo lo separaban 200 kms (los dos estaban en el mismo estado, Illinois), segura-
mente no interactuaron mucho. De hecho, en 1961, para anunciar su creacién BCL
organizé una conferencia con el ambicioso titulo de Principles of Self-Organization
(Zopf y cols., 1962), entre los asistentes estd la aristocracia mds rancia de la ci-
bernética (Gordon Pask, Stafford Beer, Ludwig von Bertalanffy, Ross Ashby, Wa-
rren McCulloch), pero Robert Rosen y Rashevsky, que estan tratando de hacer una

ciencia de la organizacion biolégica y que viven muy cerca, estdn —notablemente—
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ausentes. '

» Conceptualmente estdn en lados opuestos de la luna. La preocupacién primaria de
Maturana y Varela es epistemoldgica y tienen como modelo de pensamiento de li-
bros como “La Légica de lo Viviente” (de Francois Jacob (1920-2013)). La prueba
de esto es el siguiente trabajo en conjunto (Varela y Maturana, 1972). Este es un
manuscrito que habla de mecanismos, organizacidn, estructura y explicaciones en
biologia. Es un trabajo poco conocido pero que muestra hacia donde se dirigian
en 1972/1973 Maturana y Varela. Este manuscrito no se puede entender fuera del

contexto de la cibernética.

» En 1982, cuando JC Letelier, le presenté a Francisco Varela fotocopias de los papers
de Rosen de 1958/1959 Varela estuvo absolutamente sorprendido. Ademads, a pesar
de que F. Varela y JC. Letelier tenian buena formacién matematica fueron incapaces

de avanzar en el entendimiento de estos trabajos (Letelier, comunicacién personal).

Clausura metabdlica

En este punto creo que es prudente sacar al lector de un innecesario y aburrido suspenso e
indicar cuales son las ideas con las que me alineo, a modo de que mi critica a los puntos
de vista mencionados anteriormente tenga un contexto adecuado. Mi postura, la cual men-
ciono no por interés politico si no porque permea y guia el desarrollo completo de esta

tesis, se fundamenta en las siguientes nociones:

= existe un “secreto”? de los sistemas vivos

! Seguramente von-Foester sabia de la existencia de Rashevsky y su grupo, mal que mal este era el editor
de la tinica revista dedicada a la teoria de la biologia. Ademads, McCulloch, en 1956, habia escrito una Letter
to the Editor de Science defendiendo a Rashevsky durante la persecucién liderada por Joseph McCarthy
(1908-1957) en las universidades de EEUU

Zaqui con secreto me refiero a una cualidad que identifica univocamente a los seres vivos y de la cual se
pueden derivar el resto de las propiedades estos sistemas
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el cual no tiene que ver directamente con ideas sacadas de la fisica (entropia), la
computacién (algoritmos especiales) o por propiedades tnicas de ciertas moléculas

(ADN)

un paso importante para comprender el secreto es construir una verdadera ciencia

de la organizacion

el secreto consiste en la forma en la cual estd organizada la red de reacciones meta-

bélicas que necesariamente subyace en cualquier ser vivo
para entender el secreto debemos poder entender con precision las organizaciones

en particular, y por ahora en términos vagos, el aspecto definitorio, es que el metabo-
lismo se autoproduce. Es decir la enorme mayorfa de los componentes del metabo-
lismo (més del 95 %) son generados por el propio metabolismo a través de procesos
sustentados por el metabolismo. De aqui en adelante me referir€ a esta propiedad

como clausura metabolica.

Sin lugar a dudas la nocién de clausura ha tenido una acogida muy buena en el area

tedrica, prueba de ello es la continua aceptacion de trabajos en las conferencias de Artifi-

cial Life y European Conference on Artificial Life desde que fueron creadas en 1987 (en

Los Alamos, NM) y 1990 (en Paris) respectivamente. Desgraciadamente, las teorias que

explotan la nocién de la clausura metabélica no se han plasmado en resultados concretos

para la biologia experimental. Esto ha hecho que esta importante nocién sea virtualmente

ignorada por los bidlogos experimentales. Ademds, cuando algunos bidlogos entusiastas

tratan de entender por ellos mismos la teoria encuentran que el campo es una marafa

inescrutable de conceptos dificilmente entendibles y mds innacesibles ain a la hora de

aterrizarlos en manipulaciones experimentalmente relevantes. Uno de los principales he-

chos que entorpecen la penetracién de esta idea en biologia es que no se cuenta con una

25



gran teorfa unificada, si no que el estado del arte consiste de un conjunto inconexo de teo-
rias autdrticas que muy raramente hacen referencias cruzadas. Si se contase con una vision
mds uniforme y amplia, podria tenerse una comprensién més profunda del metabolismo y
por extension, de los seres vivos. Es por eso que en esta tesis intentaré avanzar, utilizando
la clausura metabdlica como eje central, en su clarificacién y matematizacién, teniendo
como meta final obtener resultados operativos de esta nocién.

Inicialmente puede parecer una tarea titdnica poder hablar en general, y con un cierto
grado de precision técnica, de un sistema con clausura cuando este modelo puede reali-
zarse a través de una variedad infinita de configuraciones de conectividad y de posibles
cinéticas. No hay que olvidar que el metabolismo de E. coli (sin contar las muiiltiples reac-
ciones de sefializacién) es una red que contiene del orden de 1200 metabolitos y 1600
reacciones. Buscar un resultado general, que se aplique a todos los metabolismos cono-
cidos —y por conocer— que pueden tener conectividades muy distintas, parece una meta
imposible.

Ambiciosamente, y perfectamente consciente del parrafo anterior, trataré de obtener
un (1) resultado técnico que a la vez sea general y que tenga algiin grado de aplicacién
préctica. Confio en que si se encuentra dicho resultado se habra abierto un camino de avan-
ce (para entender los sistemas metabdlicos) alejado de la ya trillada discusion conceptual
que tiene ya 40 afios; y valiosamente m4s cercano a la biologia experimental.

Mi proyecto de tesis se enmarca en un esfuerzo continuo, de muchas décadas, que
trata de entender y generar herramientas para usar esta nocion de autoproduccién en forma
cuantitativa. Si bien es cierto que desde hace 10-15 afios existe una escuela de pensamiento
que trata de entender el metabolismo desde un punto de vista sistémico; esta escuela no ha
logrado cristalizar la idea de clausura, si no que se ha concentrado en generar simulaciones
detalladas siguiendo la tradicién del Andlisis de Control Metabdlico; ademds de buscar

principios esencialmente empiricos. Uno de los mayores representantes de este modo de
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pensar es Bernhard Palsson y su trabajo principal trata de predecir los flujos de todas las
reacciones metabdlicas, pero en este enfoque se produce una dicotomia muy especial: las
enzimas no se consideran en lo absoluto, sino que se les asigna el rol de factores exter
constantes. Asi, aunque se cuenta con esta vision cuantitativa que ha llegado a ser muy
importante para la biotecnologia, no utiliza el principio de la clausura metabdlica ya que
los catalizadores no son considerados como partes de la red.

Asi, antes de empezar, me gustaria insistir en que la idea de que la clausura metabdlica
es lo central ya tiene més de medio siglo. Esto queda en evidencia por la cantidad de teorias
que orbitan este concepto. Es mds, en este tiempo se han realizado una multitud de analisis
y (sobretodo) meta-andlisis y por eso mismo creo que el avance ahora depende de lograr
un resultado que convenza a todos. Esta tesis es justamente un paso en esa direccion, no
es otro sesudo andlisis estilo de Razeto-Barry (2012) o Letelier y cols. (2011). Las teorias
que se deben conocer para contextualizar correctamente lo que viene en esta tesis son

(cronolégicamente):

= Biologia Relacional (1954)

= Sistemas (M, R) (1958)

= Teoria de las Redes de Reacciones Quimicas (1972)
= Metabolic Control Analysis (1973)

= Autopoiesis (1973)

= Redes Auto cataliticas (1986)

= Teoria de la Organizacién Quimica (2001)

= Conjuntos RAF (2004)
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Habiendo ya revisado algunas de estas teorias, me dedicaré a continuacién a expo-
ner los representantes mas técnicos o matemdticos de la corriente de pensamiento que se

preocupa por la organizacion de lo vivo.

Dinamica Autopoiética

Como he dicho anteriormente, en los tltimos 40 afios se han usado verdaderos rios de
tinta para clarificar, obscurecer, debatir e intentar avanzar sobre la nocién de clausura.
Personalmente creo que la hora de la discusién puramente conceptual ya pasé y que el
verdadero avance se producird cuando se muestre como esta nocién (la clausura) sirve
en el mundo del bidlogo experimental. Mi apuesta estd en hacer una amalgama efectiva
entre las ideas mads cldsicas del estudio del metabolismo como el de uso de ecuaciones
diferenciales o el estudio del estado estacionario con nociones quizas mds abstractas pero
potentes como la clausura metabdlica.

Por lo tanto, el camino que se explorara en este tesis plantea un compromiso entre los
modelos ya descritos (Conjuntos RAF, COT, Sistemas (M.R) y Autopoiesis; tratando de
destilar lo médximo posible el andlisis algebraico) y la incorporacién del tiempo y la 16gica
circular. Una carencia de todos los modelos mencionados anteriormente es la incapacidad
de incorporar en forma natural y simultdnea la dindmica temporal del sistema y las ideas de
clausura. Esta direccidn es importante pues el estudio del tiempo y sus nociones asociadas
como: flujo a través de una reaccidn, estados estacionarios, transiciones y estabilidad,;
nos permitirdn acercarnos al mundo experimental. Mi esperanza es que contemplando
tanto la dindmica como la clausura, se abrird una puerta a futuros resultados cada vez mas
operativos.

Mas aun asi quiero resaltar que, un resultado técnico en esta interesante interseccion
entre topologia y dindmica, resultaria conveniente para los bi6logos del metabolismo quie-

nes estdn interesados principalmente en “entidades” temporales, particularmente en su
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variacién bajo distintas condiciones experimentales. Ejemplos de estas entidades o para-
metros son: concentracién de metabolitos en distintas condiciones, mediciones de flujos
y su distribucién en la red metabdlica, etc... En general muchas de las preocupaciones
(experimentales) se pueden resumir en:

Dada una red de reacciones, qué ocurre con la distribucion de flujos si la concentra-
cion de un catalizador (enzima) cambia ? Este es el tipo de consideraciones experimentales
que deberia poder responder una teoria del metabolismo para considerarse ttil y este es el
tipo de preguntas que pretendo empezar a responder echando mano a formalismos mate-

mAticos.

Teorias formales

En esta seccidn revisaré someramente las teorias formales atingentes a la clausura meta-
bélica y el metabolismo en general. En los siguientes dos capitulos profundizaré bastante
mds en los detalles técnicos, pero creo que es importante primero contar con un sabor de

los distintos formalismos.

Conjuntos Auto cataliticos

Hacia 1980 la idea de clausura metabdlica ya se habia presentado bajo varios ropajes
(Sistemas (M, R), Autopoiesis, el Chemoton de Tibor Ganti, los Hiperciclos de Manfred
Eigen y Peter Schuster), pero nadie habia intentado hacer una teorfa que se refiriese a un
conjunto especifico de reacciones y donde los catalizadores fuesen especificamente pro-
ducidos por la red. Stuart Kauffman (1939-), un bidlogo teérico que ya se habia hecho
un renombre con la idea de redes de genes (genetic networks) vistos como redes de inte-
rruptores de dos estados, ataco frontalmente el problema de la clausura metabdlica con su

nocion de conjuntos auto cataliticos (Kauffman, 1986). Es importante estudiar este trabajo
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ya que anuncia varias de las técnicas usadas mds tarde.

Autocatalisis a Nivel de una Reaccién

Una simple reaccion es auto catalitica cuando algdn producto es un catalizador de la pro-
pia reaccion. Esta es una situacion poco comdn en el mundo orgdnico pero se han descrito
varios casos en el mundo inorgénico. Esta situacién es esencialmente inestable ya que la
velocidad de consumo de los sustratos crece exponencialmente y por ende termina consu-

miendo todos los sustratos.

Figura 3: La idea de auto catdlisis. El producto de una reaccién (i.e. X) cataliza a la misma reac-
cion que la produce ( ......). Esta reaccidn crece exponencialmente en velocidad. Este crecimiento
exponencial es un problema esencial de todos los sistemas auto catalfticos.

Autocatalisis a Nivel de Conjunto de Reacciones

A Kauffman le interesaba una forma mds sutil de auto catdlisis; la idea de un conjunto de
reacciones donde ninguna reaccién sea auto catalitica (en el sentido del parrafo anterior)
pero si que todos los catalizadores sean producidos por el sistema. Esta condicién de

catdlisis cruzada define a un conjunto auto catalitico y se denomina catalytic closure.

Catalytic “closure” must be achieved and maintained. That is, it must be
the case that every member of the autocatalytic set has at least one of the pos-
sible last steps in its formation catalyzed by some member of the set, and that
connected sequences of catalyzed reactions lead from the maintained “food
set” to all members of the autocatalytic set. (...) the main purpose of this ar-
ticle is to suggest that achieving catalytic closure can be a high probability

event.
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Figura 4: La idea central de clausura auto catalitica o auto catdlisis colectiva. El producto de una
reaceion (e.g. X) cataliza a alguna otra reaccién en la red (......). Ademis, esta reaccién tiene un
catalizador producido por la red en otra reaccién. Esta interaccion cruzada hace que, aunque ningu-
na reaccion es per se auto catalitica, todas las reacciones son catalizadas por moléculas producidas
por la propia red

Hasta aqui s6lo se trata de definiciones, la idea comienza a ser interesante cuando
se supone que existe una probabilidad no nula (p) de que el producto de una reaccién
cualquiera del conjunto de reacciones catalice alguna reaccién en la red. Con que proba-
bilidad p y con qué cantidad de reacciones N tengo una red auto catalitica sustentable?
Increiblemente, con herramientas simples de combinatoria y suponiendo sélo reacciones
de condensaci6n entre péptidos logra un resultado interesante. Si se parte de dos monéme-
ros Ay B (el llamado Food Set de la red ya que reflejan los elementos inyectados desde
el exterior) y que se generan polimeros de la forma AABAB..ABA y que cada polimero
tiene una probabilidad p = 10~ de catalizar una reaccién de condensacion... se necesitan
s6lo 18000 tipos de polimeros para tener una red con clausura catalitica. Pero esta conclu-
si6n no estuvo exenta de criticas ya que las estimaciones de Kauffman no consideraban
varios efectos “secundarios” que pueden transformarse en verdaderas barreras. Un ejem-
plo es el rol de 4cido débil que juega el agua y que termina por degradar cadenas proteicas
largas (hidr6lisis). Otra critica se refiere al requerimiento de que una nueva molécula tenga

la misma probablidad p de catalizar cualquier reaccién. Esta es una suposicién muy fuerte

y encontré fuertes dudas (Lifson, 1997).
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Pero el intento de Kauffman es interesante por los siguientes puntos:

» Define la idea de clausura catalitica a nivel de un conjunto de reacciones
= Obtiene cotas del nimero de componentes y reacciones para lograr clausura

» No usa laidea de matriz estequiométrica o de listado de reacciones. S6lo argumentos

probabilisticos y combinatdrios
= No usa ningiin razonamiento de cinética quimica

» El parametro que caracteriza a la red es la razén entre aristas (i.e. reacciones) y

nodos (1.e .moléculas)

= Cuando ese pardmetro alcanza el valor de 0,5 se produce una transicion de fase y la

red deviene cataliticamente clausurada.

= Anuncia todos los andlisis que se basan en leyes de conectividad en grafos del estilo
pequefio mundo. No por nada menciona en su bibliografia el trabajo de Paul Erdos

(1913-1996) On Random Graphs

= Las cotas al nimero de componentes y reacciones encontradas, siendo altas, son

razonables para el escenario en el que se enmarca esta teoria
= Abri6 un drea de investigacién que continua hasta hoy (2013)

» Escribi6 un libro, que en los 90s tuvo gran impacto; Origins of Order: Self-Organization
and Selection in Evolution (Kauffman, 1993) que establece que los sistemas auto-
organizados tienen una ventaja adaptativa que pre-existe a la seleccion natural. Esta
idea viene directamente del resultado de que las redes con clausura catalitica son
inevitables, a pesar de que la probabilidad p sea muy baja, a medida que aumenta

el nimero de reacciones. Para esta tesis este es un resultado muy importante ya que
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nuestro resultado principal se refiere justamente a este problema... pero creo que el

resultado es mas claro que la derivacién de Kauffman.

= Otro aspecto interesante es que Kauffman en su trabajo de 1986 no cita ni a los sis-
temas (M, R), ni a la autopoiesis, pero si cita generosamente a la nocién de hiperci-
clos. Esto no es de sorprender ya que Kauffman ve a sus conjuntos auto cataliticos
como la justificacion tedrica de la estabilidad de los hiperciclos de Eigen y Schuster
(Eigen y Schuster, 1978). La dinamica de citas entre las distintas teorias y autores

€S un tema muy interesante en este campo.

LLa manera de aproximarse a la clausura metabélica de Kauffman (clausura catalitica),
respecto de los enfoques de la Autopoiesis y sistemas (M, R) puede parecer artificial
(asignar al “voleo™ una probabilidad p de capacidad catalitica al producto de cualquiera
reaccion) pero produce un primer resultado cuantitativo al estimar el “tamaifio” que debe
tener una red auto catalitica'. Pero ahora aparece un nuevo problema: ;Confrontado con
una red especifica de reacciones, como se determina si tiene clausura metabdlica? Las

teorias siguientes retoman este punto.

Conjuntos RAF

En 1998 un matemaitico neozelandés, Mike Steel, decidio visitar de nuevo el teorema de
Kauffman y ver si se podrian hacer mejoras o clarificaciones. Pero el espiritu matemdtico
de Steel, tal vez sin quererlo, empez6 un nuevo camino al poner rigor en la definicion
de la red de reacciones. Su modo de andlisis es usar, bien!, la teoria de conjuntos para
realizar una descripcién de la conectividad de una red de reacciones. Como resultado de
este ejercicio emergen los conjuntos RAF, un formalismo que si bien aun vive en las

sombras, cada vez gana mds potencia. En el capitulo I, se dard una revision técnica a esta

! El primer teorema de la nueva biologia?

33



teorfa.

Los conjuntos RAF son interesantes ya que una de las motivaciones iniciales fue ge-
nerar algoritmos que pudiesen investigar si un conjunto de reacciones quimicas era auto
catalitco. Dicho de otra manera: ;Cual es el método para saber si me enfrento a una red
donde todas las reacciones son catalizadas por moléculas provenientes de la misma red.
Este es un problema de biisqueda en un arbol de itemes en una base de datos. De hecho el
primer trabajo de Steel y cols. es justamente la descripcion de este método de biisqueda.
Este problema, que corresponde a una biisqueda exhaustiva, es un problema que demanda
mucho poder de computo y por eso €s interesante buscar algoritmos eficientes. Entonces,
en realidad tanto la biisqueda necesaria para saber si un conjunto auto catalitico es RAF o
para saber si un conjunto de reacciones es una organizacion es una manipulacion especial

en una base de datos del metabolismo.

Teoria de la Organizacion Quimica

Esta teoria, llamada en inglés Chemical Organization Theory (COT), fundada por Peter
Dittrich y colaboradores (2007) (Dittrich y di Fenizio, 2007; Centler y cols., 2010), resul-
ta interesante pues representa el metabolismo como una serie de reacciones quimicas, a
la RAF, pero incorporando la estequiometria. Aunque su manera de enfocar el problema
de la clausura tiene muchas similitudes con conjuntos RAF, estos autores se reconocen
herederos de la tradicién de Artificial Chemistry, es decir, lidian con sistemas formales
de reacciones quimicas introducidos por investigadores del drea de la Vida Artificial co-
mo Walter Fontana a comienzos de los 90s. En el capitulo siguiente, una vez tenga el
formalismo de los conjuntos RAF serd muy fécil introducir los detalles de esta teoria.
Hay que subrayar que la construccién de los sistemas RAF y COTs proveen algo esen-
cial para esta tesis: operacionalizan la nocién de clausura metabdlica. Como se ha mostra-

do en el capitulo I, en ambas teorfas, existen nociones de clausura que no son idénticas,
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pero si similares. Lo interesante es que la clausura se define como una cadena particular
de flechas y nodos, y esto nos lleva nuevamente a considerar que lo realmente importante
para estudiar el metabolismo real es manipular las bases reales de datos genéticos, y del
metabolismo.

Un punto interesante respecto de esta tesis, es que no disefiaré métodos para saber si
una red metabdlica cumple o no una cierta cualidad. Esta investigacién usa un argumento
totalmente distinto, en vez de buscar qué propiedades topolégicas tienen nuestras redes,
les exigiré una propiedad topoldgica y veré que propiedades cinéticas se derivan de esta

conectividad.

Lo que se debe saber sobre la Teoria de las Redes de Reacciones Qui-
micas
En biologia se usa hablar de criptozoologia para referirse a aquellas especies semi-miticas
(Okapi, Calamar Gigante) que son dificiles de ver pero que son reales. En la teoria de
las redes metabdlicas existe una criptoteoria que, aunque tiene ya 40 afios ha estado tan
oculta como Homo floriensis: la Chemical Reaction Network Theory (CRNT) o Teoria de
las Redes de Reacciones Quimicas en espafiol.

La CRNT ataca un problema fundamental de la Ingenieria Quimica, ;Que pasa si
en un recipiente cerrado se tienen (A;, Ag, As, ....A,) especies quimicas (moléculas) que

interaccionan de acuerdo a g reacciones del tipo:

reaccidng : A;+ Ay — AL+ A 5)

Ademads, para hacer todo mas ficil, se supone que todas las reacciones siguen la ley de
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accién de masas. Asi la reaccién definida arriba tiene una velocidad

v = K - Ai(t) - A;(t) (6)

Obviamente si se tienen g reacciones acopladas resulta un sistema de ecuaciones diferen-
ciales (no-lineales) acopladas que no tienen solucién analitica. Aparentemente €s imposi-
ble continuar mas alli de este formalismo bésico. Pero hacia 1970 Martin Feinberg (1941-)
elaboré la CRNT para tratar de predecir cualitativamente como variarian las concentracio-
nes de los distintos A;. Claro que él, para poder avanzar, hace algunas restricciones. Para
entender porque se debe, al me saber de la existencia de la CRNT, revisaremos su teore-
ma mds famoso, y hay que dejar en claro que CRNT no es una teoria para entender los

secretos de la vida, es una teoria para predecir concentraciones (Feinberg, 1987).

The Zero Deficiency Theorem, Z DT

La idea intuitiva para entender el Z DT es que se tiene un reactor, cerrado, perfectamente
homogeneizado y en el tiempo cero se introducen p especies (moléculas) (A1, As, ... Ap).

Entre estas especies ocurren g reacciones segin reacciones como:

reaccién,; : A+ B —3A+C (7

Desde el punto del la vista de la quimica en esta reaccion participan 3 especies (4, B,C)y
dos complejos (C1 = (A+B); Cy = (34+C)). Todala CRNT se centra en los complejos,
no en las especies individuales. Por lo tanto, un conjunto interactuante de moléculas se ve
como un conjunto interactuante de complejos y las reacciones son entre complejos, no
entre moléculas. Asf se define una red de reacciones quimica (chemical reaction network)
como un grafo G = (C, R), donde los vértices (C) son los complejos y las aristas (que

son orientadas en este caso) K.
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Veamos un ejemplo concreto:

.. R
reaccion 1: A+ C =D
reaccion 2: D ﬂ B+E

reaccion3: B+ EE A+ C

Aqui el conjunto de especies S = A, B, C, D tiene 5 elementos, mientas que el conjunto
de complejos C = C1l = (A+C),C2 = (D),C3 = (B + E) tiene tres elementos. Pero
no hay tres reacciones, como pareciere sugerir el listado de mds arriba, ya que la “reaccién
1” se considera como dos reacciones separadas; por lo tanto hay 4 reacciones. La red

finalmente posee 4 reacciones:

reaccion 1: A +C El) D
reaccion 2: D &> A+C
reaccién 3: D ﬂ B+E

reaccién 4: B+E &% A + C
Visto de esta manera G = (C, R) es el siguiente grafo !

Cl<—C2

v

C3

Para analizar el devenir temporal de las concentraciones de los 5 metabolitos se puede

escribir una ecuacidn diferencial

oz
B f(z) (8)

!Como se puede ver aqui aparecen algunas ideas de Rosen de 1958, pero de una manera mds precisa
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que, en caso de estas reacciones se puede escribir en términos de las matrices este-
queométricas.

En todo caso lo realmente relevante es que este sistema de ecuaciones diferenciales no
se puede resolver en forma analitica ya que es no-lineal. En su desarrollo aparecen térmi-
nos del tipo A(t)B(t) y similares. Pero, y aqui debe estar el genio de Feinberg, hay varias
cosas que se saben; por ejemplo. ninguna especie puede tener concentraciones negativas.
Si el sistema tiene soluciones en estado estacionario, todos los componentes son mayores
que cero. Ademds, los cambios estdn ligados por los coeficientes estequiométricos (cada
vez que desaparece un D aparecen 1A, 1C, 1B, 1 E. Esto hace que la matriz estequiomeé-

trica S que representa al sistema

tenga algunas dependencias lincales entre sus filas. Ademas se define el nimero de clases
de ligamiento (linkage clases) como el nimero de subgrafos conexos que existen en la
red (en nuestro ejemplo sélo hay un grupo de ligamiento). Con estos conceptos Feinberg

define la deficiencia de una red como:

§=|Cl—l—s| .~ )

-

—r

donde: [ = nimero de clases de ligamientoj |C| = cardinalidad del ndmero de complejos, s

= dimensién del espacio de columngs de matriz S. § = deficiencia de la red
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Definicion de clausura en CRNT

y define que una red es débilmente reversible si, para cada reaccién r(; ;) entre los com-
plejos C; y C; existe un camino de reacciones que partiendo en C; (es decir el complejo
de término de la reaccion 7(; ;)) termina en el complejo de partida (i.e. C;). Con todos estos
conceptos Feinberg (1974) nos regala gqi un teorema sorprendente:

Sea una red quimica con conjunto de especies .S, reacciones R y complejos C. Ademads
supongamos que la red sea débilmente reversible y que su deficiencia sea igual a cero
(6 = 0) entonces para cualquier conjunto de valores k; de las reacciones siempre existe
un punto de equilibrio estable de concentraciones de las especies en S.

Este teorema es casi increible ya que toma un problema de ODE (no lineales) y ob-
tiene un resultado generico (existencia de un punto estable) sin importar el valor de las

constantes cineticas. Para esta tesis es particularmente importante ya que:

usa grafos para representar reacciones qumicas acopladas
= usa nociones de clausura

= no depende de los detalles de como es la conectividad, s6lo que se respete la rever-

sibilidad debil.

= demuestra la existencia de un estado estable ante cualquier valor de parametros ex-

ternos

= usa argumentos geométricos (y del algebra lineal) para obtener un resultado sobre

sistermas dinamicos.

» desde un punto de vista histérico es interesante,ya que mezcla ideas de los sistemas
(M, R) (uso de grafos), con COT (ambas teorias tratan de obtener resultados sobre

estados estacionarios)... y fue una teoria largamente ignorada entre 1970 y 2000.
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= Desde hace 10 afios ha existido una verdadera explosién de trabajos desarrollando

CRNT y con muchas aplicaciones a la biologia de sistemas.

Hay que insistir que lo que realmente se desearia poder generar con todas estas teorias

de clausura es poder generar un teorema equivalente al ZDF.

Analisis del Control Metabolico

El andlisis del control metabdlico es otra teoria que se gesté de forma contempordnea a

1

la autopoiesis y, aunque no trata de encontrar “‘el secreto” de los seres vivos, es relevante
para esta tesis. Fue escrita independientemente por H. Kacser y J. Burns (Kacser y Burns,
1973), y R. Heinrich y T. Rapoport (Heinrich y Rapoport, 1974). Estos autores modelaron

matemdticamente una secuencia de reacciones, es decir, un metabolismo muy simple como

el que se muestra a continuacion:
k k kn '
By =8, =8,... =5, 5

Suponiendo cinética de accién de masas e introduciendo la nocién de coeficiente de
control, fueron capaces de derivar multiples teoremas cuyos resultados incluso hoy no son

incluidos en la formacién de bidlogos. Se puede agrupar los teoremas en dos ramas:

= Los teoremas de la sumacion, que indican que los flujos metabdlicos son propieda-
des sistémicas y por lo tanto su control es compartido por todas las reacciones del

sistema; y

» Los teoremas de conectividad, que establecen una conexién entre las propiedades
cinéticas de las reacciones individuales y las propiedades sistémicas de la via meta-

bélica.

Este andlisis puede ser interpretado como una expresion matematica de la clausura,

pues indica que el sistema debe ser estudiado como tal en su totalidad por un lado, y
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por otro que el origen de todo cambio es debido a la dindmica interna del sistema. Por
desgracia existe un elemento faltante en la constelacién de ideas manejadas dentro de esta
teoria, y es incorporar las reacciones que generan a los catalizadores dentro del analisis.
Por esto la clausura no es totalmente captada bajo este formalismo.

Si bien esta teoria se acerca tangencialmente al tema de la clausura, es de gran valor
pues al dia de hoy es la tinica que ha tenido algiin grado de éxito en la biologia experi-
mental. Por ello su formalismo, basado en matrices y sistemas de ecuaciones diferenciales
podria contener perspicacias que iluminen el camino que se debe seguir en €l campo mds

ambicioso de la biologia tedrica.

Impacto relativo de estas teorias

Para cerrar este capitulo es ttil hacer un andlisis sobre la importancia (e impacto) relativa
que estas teorias han tenido sobre el entendimiento teérico del metabolismo de los sistemas
vivos. No es nuestra intencién de hacer un estudio acabado de las citas que han generado,
pero si es interesante tener algin nivel de informacién sobre cual ha sido el impacto real
de todas estas teorias en la biologia de las ultimas 5 décadas. Es notable cuan fértil fue el
periodo alrededor de 1970. Entre 1970 y 1975 vieron la luz: CRNT, Autopoiesis, MCA,
Hiperciclos y el Chemotén. El impacto que han tenido estas teorias ha sido muy desigual y
también ha sido variable en el tiempo. Por ejemplo CRNT, creada hacia 1974, permanecio
por largos afios como un conocimiento esotérico de un puiiado de ingenieros quimicos
y s6lo en 2000 comenzé a popularizarse y hacia 2005 comenzé a ser mencionado en
los circulos de Systems biology. Un similar periodo de invisibilidad tuvo MCA en su
primera década de existencia para después convertirse en el fundamento del Metabolic
Flux Balance (MFB) que es uno de los pilares del analisis cuantitativo del metabolismo

propugnado por Systems Biology. La figura 5 es iluminadora: Hasta 2008 se publicaba
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Figura 5: Evolucién temporal de trabajos, en el sistema IS, centrados en Autopoiesis o Sistemas
(M, R). Fuente: analisis propio del sitio Web of Science
muy poco en sistemas (M, R), yo estimo que el cambio de dindmica que aparece el 2007
se debe a trabajos (del 2003 y 2006) que relacionaban ambas teorias. Este grafico muestra
como estas ideas comienzan a ser aceptadas. No hay que olvidar que en la “web” el nivel de
trifico relacionado con ambos ambos conceptos es muy grande, con varios sitios dedicados

a su andlisis y difusién.

El Juego de las Citas

Como siempre es interesante analizar cudles son las referencias usadas en el primer trabajo
que introduce los conjuntos RAF. Obviamente se cita el trabajo de 1986 de Kauffman...
pero ahora desaparecieron las citas a los hiperciclos. Siguiendo con la aparente tradicién
no se hace ninguna referencia a los sistemas (M, R) o a la Autopoiesis. En las referencias
usadas en el primer trabajo que introduce COT, sorprendentemente no se cita el trabajo

de 1986 de Kauffman... pero se siguen citando a los hiperciclos. Nuevamente aquf no se
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hace ninguna referencia a los sistemas (M, R) o a la Autopoiesis, pero tampoco a los
conjuntos RAF. Esta dindmica de citaciones muestra la insularidad (;intrinseca?) de este
campo y resulta hasta inexplicable a sabiendas de que Peter Dittrich estd muy interesado
y ha reflexionado largamente sobre los sistemas autopoiéticos.

Por razones que no se pueden explicar aqui facilmente la Autopoiesis ha generado un
interés en una variedad inimaginable de campos. Esto puede reflejar 1a necesidad que tiene
la ciencia moderna de tener una verdadera “teoria general de sistemas™ con resultados que
se parezcan mas a la termodindmica que a la Teoria General de Sistemas de Ludwig von
Bertalanffy (1901-1972). Los razonamientos “sistémicos” de la autopoiesis, por eso, han
cautivados a muchos. Pero atin falta un primer resultado técnico. Como he dicho, creo que
un paso importante seria derivar alguna conclusién sobre la estabilidad o robustez de los
sistemas bioldgicos y esta bisqueda ha motivado esta tesis. He presentado un resumen
de las distintas visiones y de este resumen he rescatado los resultados que apuntan hacia
nociones de estabilidad. Ahora, al final de este largo —pero necesario— capitulo es bueno

recapitular las ideas principales sobre estabilidad:

= La Biologia Relacional de Rashevsky no dice nada sobre estabilidad.

= Los sistemas (M, R), dado que su existencia es tan inusual (dependen de propieda-
des mds bien misteriosas de un operador ain no entendido (3) son intrinsecamente
estables. Pero esta estabilidad es una estabilidad algebraica (debido a 3) y no en el
tiempo... una variable o pardmetro que no aparece en la teorfa. Los sistemas (M, R),

en su versién mas cldsica, son atemporales.

» La formulacién primera de De mdquinas y seres vivos postula, como hechos evi-
dentes, que los sistemas autopoieticos son auténomos, estables y pueden sufrir el
proceso de evolucidn orgdnica de acuerdo a pautas precisas donde cambie la estruc-

tura y no la organizacién. Esta supuesta “estabilidad” intrinseca ha sido una de las
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razones por la cual la autopoiesis ha sido usada por teoricos en el campo del derecho
como justificacién de que los sistemas sociales son obligatoriamente conservadores;

ver Autopoietic Law: A New Approach To Law And Society (Teubner, 1988)

Los conjuntos auto cataliticos de Kauffman anuncian un teorema de estabilidad ya
que afirman que siempre es posible encontrar redes estables si se espera lo suficiente
para que sean lo suficientemente grandes en mimero de reacciones. Las contribucio-
nes de los conjuntos RAF son, desde el punto de vista de la estabilidad, son mejoras
en definir el tamafio de la red y la probabilidad a la cual auto-aparecen redes con

clausura.

Una organizacién, a la COT, es un metabolismo estable! Claro que la demostracioén
no deja contento a muchos ya que se supone que debe existir un punto de equilibrio

y luego se demuestra que es estable

Sin lugar a dudas que el mejor teorema proviene de la CRNT, que ni siquiera se pu-
s0 como objetivo (inicial) entender a los sistemas vivos. EL Z DT es genuinamente
sorprendente al demostrar que siempre existe, para un subtipo muy especial de sis-
temas quimicos con clausura (los que tienen deficiencia zero, una solucién estable.
Despues de permanecer oculto del interés general el ZDT ha invadido la biologia
de sistemas y nuevos teoremas y refinamiento aparecen continuamente. Por ejem-
plo, a comienzos del 2013 se mostré como los estados estables anunciados por el
Z DT tienen una estructura, tecnicamente se dice que forman una variedad (Brogio-

1i, 2013).

Los teoremas de MCA, otra teoria que no quiso descubrir “el secreto el la vida”, son
esenciales ya que se refieren a propiedades sistémicas de como una red opera en el

organismo.
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Antecedentes topologicos o relacionales

del metabolismo

El andlisis matemadtico del metabolismo parte por encontrar representaciones formales de
nuestros objetos de estudio (metabolitos, reacciones quimicas, redes de reacciones y flu-
jos). Esto, que parece facil, es una tarea repleta de problemas que se ha iniciado multiples
veces y a pesar de grandes esfuerzos en la practica ain no existe un consenso de c6mo
hacerla en forma efectiva. En este capitulo compararé las distintas formalizaciones que
se han hecho del metabolismo a nivel topolégico, es decir, en lo que se refiere a como
se conectan los distintos elementos que componen el metabolismo, sean estos metabo-
litos relacionados por reacciones quimicas o conjuntos anénimos de mayor abstraccién.
Este enfoque se conoce también como andlisis estdtico (algunos hasta lo llaman Biolo-
gia Relacional), ya que no considera la dindmica temporal asociada al sistema. Ademads,
caracterizaré algunos sistemas (e.g., RAF, RAO, Organizaciones) que podrian resultar de
interés para un andlisis dindmico, asi como revisare teoremas que pueden guiar nuestra

biisqueda en el entendimiento de las propiedades de sistemas con clausura.

Reacciones y redes de reaccion

La primera tarea es delimitar el problema de la representacion del metabolismo. Desde
hace més de 100 afios estamos todos de acuerdo que la naturaleza de los seres vivos pasa
inicialmente por conjuntos de reacciones quimicas. Pero hay elementos no obvios en este
nivel de descripcién, a continuacién doy una lista de elementos/componentes que se deben

considerar para hacer una adecuada descripcién de un metabolismo.



» Reacciones Quimicas

= Catalizadores

= Grafos de reacciones

» Niveles de conectividad

» Limitantes termodindmicas

= Flujos

= FElasticidades y datos cinéticos
» Genes y Circuitos de control

= Datos empiricos

La figura 6 muestra la versién dual de como presentar el metabolismo presentado en
la figura 7. Una representacion estd centrada en las enzimas y otras en las moléculas o en
las reacciones. Pero en realidad, para el estudio del metabolismo in toto o in silico es irre-
levante que representacion se escoja. En efecto, puede ser que para estudiar pequefias vias
o circuitos, una representacién como la figura 6 sea superior a otra como la figura 7. Pero
para estudiar el metabolismo completo (o casi completo) lo que en realidad se necesita
son representaciones algoritmicas (computacionales). Hay dos tipos de representaciones
generales:

Representacion bio-informatica. Aqui se usa una multitud de distintas jerarquias para
tener drboles o cadenas de conceptos. Estas cadenas después se usan para hacer compu-
taciones que son como contabilidades muy precisas que sirven para detectar ciclos. El
ejemplo mds extremo de este enfoque es la base de datos EcoCyc (www.ecocyc.org), es-

crita en LISP, y en la cual se pueden hacer preguntas tales como: “Extraiga todas las
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Figura 6: Este grafo representa las primeras tres reacciones de la glicélisis (figura 7). Los nodos
son las moléculas y las aristas son las reacciones. Comparando ambas figuras uno entiende que, pa-
ra analizar metabolismos completos, se requiere necesariamente de tener una visién informatizada
de toda la red de reacciones.

reacciones que usan oxalato como sustrato y cuyas enzimas tengan mas de 400 amino4ci-
dos y ordénelas por la posicién del gen en el cromosoma bacteriano”. En la practica este
es el inico enfoque que permite trabajar de forma cuantitativa.

Representacion por Matriz Estequiométrica. Una contribucion importante de MCA fue
el deseo de entender los metabolismos reales. A consecuencia de ello, y usando ideas que
ya existian en la quimica, se usé el formalismo de las matrices para representar todo el
metabolismo. La nocién fundamental es la matriz estequiométrica S que estd a la base
de la investigacion actual de ingenieria metabdlica o de la biologia de sistemas. Con la
matriz .S, sumado a técnicas comunes del dlgebra lineal y de la optimizacién se han hecho

interesantes contribuciones.

= Busqueda de estados estacionarios, del metabolismo, como los vectores de veloci-

dades (v) que hacen Sv =0

= Uso de técnicas como FBA (Flux Balance Analysis) para restringir que valores pue-

de tomar los vectores v buscados.
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» Uso de técnicas de Oprimizacion Matemdtica para restringir v a valores cada vez

mas plausibles.
= Técnicas de medicién de flujos, in vivo, usando C".

= Generacién de muchas técnicas donde estas cuatro ideas principales confluyen y
que, al dia de hoy, constituyen el niicleo conceptual de la ingenieria metabélica; FVA
(Flux Variability Analysis), MOMA (Minimization Of Metabolic Adjustments, EFA
(Elementary Flux Analysis), OMNI (Optimal Metabolic Network Identification) en-

tre otros.

Durante las dos dltimas décadas ha existido una proliferacién de trabajos buscando
construir una teoria y una tecnologia del metabolismo, hasta existe una revista, Metabolic
Engineering dedicada a la préctica y a la teoria del entendimiento metabélico. Lo que hay

que rescatar de esta intensa bisqueda de métodos es:

= Debido a la explosién de datos es ahora posible construir bases de datos exhaustivas

de reacciones, metabolitos y genes.

» Se ha desarrollado un pensamiento algoritmico que permite construir grafos de reac-

ciones

= Se han usado las herramientas del dlgebra lineal para definir de manera precisa qué

se entiende por estado estacionario y cuales son sus propiedades relevantes

= Usando conjuntamente las nociones de estados estacionarios e ideas de optimizacion
se puede deducir como variardn algunos flujos bajo nuevas condiciones experimen-

tales

» Ademds se ha comenzado a medir in vivo las concentraciones de varias decenas de

flujos en paralelo.
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= Ninguna de estas aproximaciones usa las ideas de clausura de Rosen, Maturana y

Varela, Steel o Dirtrich.

Un uso interesante de toda esta actividad ha sido la accién del grupo de Albert-Barabési
que ha descrito las redes de escala libre, o de pequefio mundo (Reka y Barabdsi, 2002), las
cuales son grafos donde la conectividad promedio de los nodos sigue la regla: los nodos
més conectados ganan mds conexiones que los nodos menos conectados. Esta idea, cuando
se mostré en 2002, parecié augurar el descubrimiento de nuevas leyes de la conectividad
entre reacciones y metabolitos. Pero estas leyes de conectividad no han dado muchos frutos
en biologia més alld de servir para darnos cuenta que el metabolismo es un grafo con leyes
especiales de conectividad (y sugerir relaciones entre estas leyes y propiedades de los
seres vivos) (Wagner y Fell, 2001). Incluso estos resultados han sido revisados bajo luces
distintas y se han encontrado contradicciones (Arita, 2004).

El enfoque que tomaré es el de rescatar los puntos valiosos de las distintas teorias, por
lo que a continuacién haré una revision de los formalismos que mds llamaron mi atencién

desde €l punto de vista de la descripcion estdtica de los sistemas.

Rosen in a (long and hard) nutshell

Rosen tuvo una intuicion brillante, nada menos que en su tesis de doctorado, sobre la
clausura metabélica. Dado que sus ideas estaban adelantadas en décadas no es extraiio
que no se haya diseminado su contenido. Tampoco nos debe extrafiar que toda la vida de
Rosen, desde su trayectoria como profesor, sus trabajos, sus libros, su temprana jubilacién
(a los 57 afios) y su muerte por diabetes haya estado imbricada con esta intuicién que, de
alguna manera lo terminé cegando' a las limitaciones de su obra. Rosen, como otros antes

y después, llegd a la conclusion que la clausura metabdlica era el aspecto esencial de los

'Tcaro quiso acercarse al sol y esto lo hizo sucumbir
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seres vivos pero su formulacién es tan extrafia, tan atipica, que no se puede resumir en un
solo pérrafo (se requieren varias pdginas). Para los interesados es necesario indicar que las

ideas de Rosen tienen cuatro etapas:

» (1958-1959) enunciado de la intuicién fundamental en el contexto de la teoria de
grafos y posteriormente de la teoria de categorias. Serie de cuatro papers que en lo

esencial son la tesis de doctorado.

= (1960-1967) tentativa de clarificacién de 1a intuicién usando el lenguaje de la teoria

de autématas (es decir las maquinas de Turing ')

» (1972-1974) reformulacién de la intuicién en términos algebraicos, sin usar teoria

de categorias o de autématas

= (1991) Sintesis final: la intuicién inicial de 1957 como ntcleo de una nueva episte-

mologia’®.

Como se puede ver, entender a Robert Rosen implica necesariamente entender su intui-
cién, su misteriosa perspicacia, contenida en su tesis de doctorado hacia el afio 1957. Por
lo tanto, haré una exposicién un poco extensa de €sta intuicién, tal como fue inicialmente
formulada. Para el desarrollo de esta tesis no es un punto increiblemente importante, pero
la incluyo tanto por completitud como ejemplo de lo obscura, complicada o derechamente
inabarcable que puede terminar siendo un formalismo’. Ademds creo honestamente que
es bueno que exista una exposicién completa en un documento de esta facultad ya que
servird de base para futuros estudiantes que, al igual que yo, se interesen por la teoria de

la biologia.

'En honor a Alan Turing

2Curiosamente no es la tinicas teoria de la organizaci6n de lo vivo que decantn en una nueva epistemo-
logia.

3Esta teoria es un caso curioso donde la abstraccién juega en contra de la simpleza.
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Metabolismos, grafos y la primera instancia de sistemas (M,R)

En 1957 Rosen se adelanté 20 afios al considerar que el metabolismo podia ser interpre-
tado como grafos (Rosen, 1958a). La primera novedad fue considerar a las enzimas (o
reacciones) como operadores M que tomaban un cierto nimero de input materials para
producir otro nimero (no necesariamente igual) de output materials. Estos operadores,
que en el hablar normal de la bioquimica se deberian llamar catalizadores son el centro de

la actividad metabélica del organismo para Rosen (de ahi viene su simbolo M).

. .. M .
input materials — output materials (10)

Con mds precision, en el caso de una reaccién que transforma 4 sustratos en 3 productos
se puede escribir:

8y + 8y + 85 + 8, —2 by, + b, + by (11)

En este punto la exposicién se hace pesada y dificil de seguir, atn para estdndares moder-
nos, ya que trata de poner la accién de M como una funcién con un dominio y recorrido

definidos segtin:
M : (A1 x Ay x A3 x Ay) = (By X By x Bs) (12)

Esta manera de ver el metabolismo, donde se mezclan ideas de grafos con ideas de funcio-
nes, dominios, recorridos, productos cartesianos ha sido una fuente de confusién sin par
para todos los lectores por los tltimos 55 afios y es fundamental que el lector de Rosen esté
al tanto que lo que el usa (y defiende) como transparente (es decir que una enzima tiene un
Dominio y un Recorrido) algo no tan trivial de aceptar. La razén por la cual Rosen usa este
formalismo particular sélo se revela en su trabajo de 1959. Pero se debe ser muy fino en

diferenciar entre A; (las moléculas de la clase A, y una instancia en particular (a;) de esa

] |




s¢ analice la re-formulacign de 1972, que es Ja €Xposicién que ha sido ma4s difundida de

las ideas de Rosen.

sustratos alternativos,

Rosen prefiere mantener este nivel de abstraccién para sy modelo y es por esto que ha
costado aterrizarlo incluso para estar Seguros de que una causa eficiente se refiere efecti-

vamente a una enzima.

componentes M (M, M,, M3). Veamos los componentes M

a; + a, i‘/{%bl—P-bQ
ag+a2 'ﬂ/‘ib.g"‘bzl

8 + a5 + ag i1i>b5+bﬁ+b7
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Veamos los componentes R

a; + b, 5 M, + by

b, + by + by =% M, + b,

Como se puede ver todos los M son producidos por algiin R. Este es un sistema muy
simple, pero ya se puede ver como se construyen las relaciones de clausura. Hay que
destacar como una reaccién del sistema (a, + by £ M, + b;) tiene reacciones que la
anteceden (a, + a5 + ag 6, bs; + bg + b;). Lareaccién R es alin mds interesante ya que

tiene 3 reacciones que la anteceden (M, Ms, Ry).

Reparacion vs. Reemplazo

Rosen 1llamé a sus sistemas tedricos (Metabolism-Repair systems), el uso de la palabra
“repair” es desafortunado ya que evoca una funcién que no ocurre. En el metabolismo,
las enzimas son degradadas, pero nunca son “reparadas”. Lo que ocurre es que existen
procesos (esencialmente la biosintesis de proteinas) que “re-emplazan’ a las enzimas que
son destruidas por el propio metabolismo. Por eso, y en el contexto que esta tesis fue
hecha en el laboratorio del Dr. Letelier se prefiere denominar la funcién de los operadores
R como de “reemplazo” y asi los (M,R) systems son metabolism-replacement systems.'
Claro que los operadores R son distintos, no son simples moléculas, sino que son de
por si conjuntos de reacciones bioquimicas que permiten reemplazar a los operadores M
que se van inactivando. Asi una secuencia de reacciones metabdlicas (Figura 7) se puede

escribir como un grafo como lo muestra el siguiente ejemplo.

'Este cambio de vocabulario no ha sido aceptado por algunos ex-alumnos de Rosen como Aloisius
Louie
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GLUCOSA H,0

ADP

ATP Glu—6-PF

Fru—1,6 —-diFP

Figura 7: Conjunto de reacciones interpretado como un grafo simple. Cada reaccion esta repre-
sentada por un operador M; que toma materiales de entrada y produce materiales de salida.

Un primer teorema de los sistemas (M,R)

En el primer trabajo donde se introducen los sistemas (M, R) Rosen hace una demostra-
cién de que en estos sistemas siempre debe existir un componente (algin M) que de ser
inhibido (es decir que si a un tiempo dado todos las moléculas de tipo M, son extraidas
del sistema) esto implica el colapso de todo el sistema ya que desaparecen todos los M.
Esto se debe, justamente a la estructura de inter-relaciones entre todas las reacciones tipo
M vy tipo R. En este teorema Rosen ya anuncia modos de pensamiento que apareceran en
teorias posteriores. Pero Rosen no siguid esta manera de pensar, su trabajo se centré en

perseguir la intuicidén que caracterizé todo su obra.

R reemplaza a los M, qué mecanismo reemplaza a los R?

La intuicion de Rosen se refiere al proceso que mantiene los £ funcionando. Rosen llegé
a la conclusion de que la clave para entender a los sistemas vivos residia en entender c6mo

es que los R eran producidos. Volvamos a introducir las ideas principales; el metabolismo
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Roseneano es simple, su modelo es:

M

A—B (13)

Pero el catalizador M es una molécula que se degrada, luego quién asegura que exista su-
ficiente M? Rosen postuld que para cada M existia un proceso que también era catalizado

por algiin R (llamado el reparador de M: Ry ) que “reparaba” a M segtin:'

B & M

Pero en este esquema aparece una pregunta natural: Quien repara a R); ? Obviamente, in-
vocar a un reparador del reparador no es una solucién muy elegante. Fue justamente esta
regresion infinita (fuite en avant o infinite regress) que implica que existan catalizadores
para la sintesis de catalizadores lo que cautivé a Rosen y debe haber pensado intensamente
en este aspecto (que es corazon de la clausura metabdlica) durante su tesis de doctorado
hacia 1957.

Rosen resuelve esto con una potente intuicién que afirma que en algunos sistemas es
el propio sistema en su totalidad que repara a todos los reparadores. Este es el teorema
principal de Rosen y una labor de esta tesis es mostrar c6mo esta idea, un tanto esotérica,
se alinea con la idea de clausura. A pesar de la gran generalidad y abstraccién que hacen
atractiva esta teoria, ha resultado dificil, por estos mismos elementos, obtener resultados

operativos de ella.

(Demuestra Rosen su intuicion?

Rosen expresa su resultado fundamental en 1959 y da una demostracién en la cual mezcla

teoria de conjuntos y la formidable teoria de categorias. Asegurdndose asi que ningdn

'se recuerda que, para seguir los usos y costumbres del laboratorio del Dr. Letelier se deberia usar la

z o

palabra “reemplazar”. Aqui usaré “reparar” para facilitar a los futuros lectores el leer los trabajos originales
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bidlogo lo va a poder leer nunca. La demostracion de Rosen no es una demostracion, en el
sentido candnico de la palabra, es mds bien una formulacién técnica de un requerimiento
o condicién necesaria. Rosen muestra que una condicién muy excepcional (se explicard
més adelante) es posible de que exista. Su demostracion original es confusa y, como todas
las ideas cuando se presentan originalmente, no sigue un camino recto. Pero en esencia
dice que, en algunos sistemas (M, R) , cuando se consideran en un mismo pie todas las
reacciones de tipo M y las de tipo R seria posible encontrar que todos los M son generados
por R (obvio, por la definicién misma de los R) y que todos los R son producidos por
variadas mezclas y conjunciones de M y R (esto no es obvio y constituye la intuicin
de Rosen). Ademds, hay que resaltar otra eleccién desafortunada de terminologia; Rosen
llama a la los sistemas (M, R) que cumplen con su propiedad replicative (M,R) systems.
El uso de la palabra “replicative” da a entender erréneamente que se estd hablando de
reproduccién .. cuando en realidad se estd hablando de una invariancia en la organizacion

metabdlica del sistema.

De (M, R)1959 a (f, ®)1972

Dada la complejidad de la formulacién inicial de Rosen, no es de extrafiar que haya bus-
cado formulaciones mds sencillas y elegantes. En 1972 (Rosen, 1972) elabora la version
final de su intuicién y debo darla aqui ya que aparece un nuevo concepto que tiene alguna
relevancia para esta tesis.

Los sistemas (M, R) son un modelo abstracto del metabolismo definido Gnicamente en

términos relacionales. Las entidades u objetos a las que se les presta interés son:
= las relaciones de causacién material (la transformacién de moléculas)
w las relaciones de causacién eficiente (la participacién de catalizadores)

En particular Rosen planteaba que los organismos vivos realizaban fundamentalmente
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una funcién f (que representa el conjunto de reacciones metabdlicas) la cual actuaba sobre
un conjunto A (que representa a los sustratos) y generaba elementos de un conjunto B (los
productos).

AL (14)

En este punto nos vuelven a atenazar las diferencias entre conjuntos (A) e instancias
(a). Hay que recordar que en la primera formulacion de Rosen (1958) para poder usar el
lenguaje de las funciones se asume que el dominio (i.e. A) define el conjunto de moléculas
permisibles de ser transformadas; es decir A = a1, ay, .....an. Ademas, uno quiere una
teoria del metabolismo que acepte, para definir y poder operar con f, pequefias variaciones
en el conjunto A, sin tener que redefinir la funcién f. Especificamente situaciones como
la aparicién de una nueva reaccién debido a la existencia de una nueva molécula como en
el caso del operdn lac bajo variaciones de concentracin de glucosa y lactosa. Por lo tanto

la ecuacién 14 se debe pensar asi:

f:A=(A1XA2X..XAp)"—>(BlXBQX..BQ)ZB
a—= (Gl,ag,ag,, ...,(I.p) — f(a) = (bl,bg, bq) =b

La funcién f representa la accién conjunta de los miles de M; y por ello se le asocia al
metabolismo. Rosen ademas sobre-interpreta 14 y asume que la transformacién A — B
refleja 1a causa material del proceso metabdlico y que f refleja la causa eficiente de ese
mismo proceso. De esta forma Rosen planteaba que la causa material, es decir, la materia
que permite la ocurrencia de b era a, pero que dado que el agente que causaba la reaccion
era f, este debia ser la causa eficiente.

Siguiendo su formulacién inicial interpreté a R como la funcién @ (originalmente
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R) que toma los metabolitos b € B y los transformaba en f ' que estd en el conjunto

Map(A, B). Es decir, ® constituiria la causa eficiente de f y b su causa material.

&(b) = fcon la condicion, b = f(a)(para algun a € A) (15)

® se denomina selector y es una funcién que, tomando el resultado concreto del me-

tabolismo, define (dictamina la estructura de) el metabolismo.

®: B — Map(A, B)
b — ®(b) = fdonde para algiin a se tiene f(a) = b

® € Map(B, Map(A, B)) = conjunto de selectores.

En este enfoque b es producido por f... el cual es producido por ®. Se tienen asi los
primeros pasos de un sistema (M, R) pero ahora con un formalismo basado estrictamente
en funciones (f, ®). Con este formalismo, que no considera para nada la conectividad
de la red metabdlica subyacente que se quiere entender, Rosen no puede pretender re-
demostrar el teorema de la existencia de “componentes centrales”, pero si de clarificar su
intuicién fundamental. Lo que busca Rosen es encontrar un “algo” que genere al selector
® pero que esté definido por el mismo sistema. Ese algo, denotado por 3, se le debe pedir

lo siguiente:

Bf) =2 (16)

La figura 8 explica mejor la situacidn.
Que es este misterioso 3? Formalmente es una funcién que tiene como dominio Map( A, B)

y como recorrido a Map(B, Map(A, B)) y que colectivamente cumple las siguientes res-

'El rigor matemético exige aqui una aclaracién: ® es una funcién que toma elementos de B y retorna
funciones de A sobre I3
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Diagrama de Rosen: pre-clausura

Figura 8: La causa eficiente de f. Este diagrama muestra las distintas relaciones entre los ope-
radores. EL metabolismo (representado por f) es la causa de las moléculas que se encuentran
(f(a) = b). Existe un operador (Phi) que produce al metabolismo segiin: o(b) = f.la pregunta
es: ;Quien produce a $7 Una manera es invocar a otro operador (beta) que formalmente cumple:
B(f) = ®. Pero cual es la verdadera naturaleza de 8? Las flechas rojas denotan causas eficientes
es decir operadores que actiian sobre elementos. Las flechas negras denotan transformaciones entre
entidades.

tricciones:

fla)=0,2(b) = f,B5(f) =@ (17)

La intuicién de Rosen se plasma aqui afirmando que § es posible encontrar un operador
que este determinado de esta manera. Desgraciadamente nunca da un ejemplo que se pueda
trabajar. La clarificacién de (3 estd al centro de muchos trabajos sobre esta manera de
pensar, aqui recomiendo especificamente leer (Letelier y cols., 2006, 2003). Pero a la cual
no le asigno mucho valor ya que creo que no es central para entender esta tesis. Hay tres

aspectos que quiero resefiar:

1. Rosen plasmo, en su libro de 1991, estas relaciones en un diagrama que ha tenido
amplia difusién y con una frase interesante: “Los seres vivos contienen todas sus

causas eficientes”.

2. en (Letelier y cols., 2006) se afirma que la intuicién de Rosen, es decir que exista
un 4 con las propiedades indicadas s6lo puede ocurrir si los conjuntos involucrados

tienen restricciones sobre su “tamafios relativos”, segiin:
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|A| = |B| = |Metabolismos| =~ |Selectores| (18)

Interesantemente, esta simple ecuacion ya ha dado cuenta de un trabajo que la usa
para entender la complejidad celular o de los sistemas de manufacturas (Rietman

y cols., 2011).
3. Que “es” 37 Una guick and dirty way de comprender la naturaleza de [ es pensar
en “resolver” la ecuacién que la define.
®(bh) = f ... supongamos que b fuese invertible 6! asi tendriamos
d(b)b~t = (f)b ! .. y que ademds actuase “en ambos lados”

D[(b)(b~1] = b7Y(f) pero (b)(b™*) = Id, damos vuelta la ecuacién y comparamos

con la definicién de 3

B=d (19)

Esta manipulacién, hecha sin ninguna justificacién muestra que 3 tiene algo que
ver con el output del metabolismo (i.e. con b), pero no le es idéntico. La figura 9

clarifica que relacion existe entre J y B.

Diagrama de Rosen: intuicion fundamental

fe—8

P

Figora 9: j tiene alguna relacion con B. Rosen tuvo una intuicién; 4 no es un operador externo
sino, que en algunos sistemas (M, R) es obtenible (derivable) de un elemento de B. Asi, la linea
punteada refleja su intuicién y su grado de magia atin no explicada (1).

g —
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Con estas ideas Rosen generé la figura 10, un diagrama que resume su enfoque, sin
embargo podria resultar provechoso dar una versién mas completa y comentada, como la

delafigura 11

Diagrama de Rosen

/ \\\,

A=t B

Figura 10: Este diagrama resume el trabajo y la intuicién de Robert Rosen. La idea central es que:
Los organismos contienen lodas sus causas eficienies

Diagrama de Rosen-I1I

reemplazo

metabolismo invarianza organizacional

Figura 11: Se han adicionado las tres ecuaciones que definen los tres operadores (f, ©, #) ademads
que se muestran los nombres de los tres procesos manejados por estos operadores. Adicionalmente
se muestra (en linea punteada y con un punto de interrogacion) la relacién existente entre B y .
Un desafio, es poder explicar en terminos de redes metabolicas concretas cual es la naturaleza de
A.

Autopoiesis, Sistemas (M, R) y causas

Las teorias de la autopoiesis y sistemas (M, R), aunque causan un embrujo potente y pre-
sagian muchas potencialidades, son pobres en detalles de tipo técnico. Por eso en este

capitulo, que introduce las ideas técnicas, no haré mucho hincapié en ellas. La definicion
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de clausura de Rosen o Maturana y Varela son muy generales y dificiles de llevar a la préc-
tica. De hecho en 40 afios de teoria nadie ha podido ain definir con precision matematica
que se debe entender por organizacion autopoiética. Eso si, las ideas de conjuntos RAF y
COT se pueden usar para definir clausura y es esa definicién la que terminaré utilizando.
En esta tesis, en su parte mds técnica, buscaré clarificar que se debe entender por clausura

y para empezar esta mision introduciré las teorias mds técnicas sobre lo vivo.

Conjuntos RAF

El formalismo planteado por W. Hordijk y M. Steel (Hordijk y Steel, 2004). Utiliza la
Teoria de Conjuntos para realizar un andlisis topolégico de las reacciones de un meta-
bolismo. Durante este andlisis son de especial interés los conjuntos que son “reflexivos
auto cataliticos” y “F-generados”, es decir, conjuntos de moléculas que son capaces de
catalizar todas las reacciones que generan al conjunto a partir de un conjunto denomina-
do F'. Los metabolismos RAF se consideran al menos topolégicamente viables, es decir,
tienen la potencialidad de mantenerse en el tiempo, sin embargo este altimo aspecto (tem-
poralidad) es ignorado completamente por este formalismo. A pesar de esta importante
falencia, esta teoria contiene una definicién matemadtica de clausura que se asemeja a la de
las organizaciones quimicas y establece adem4s la importante distincion de la existencia

de catalizadores. Asi es como su nocion de clausura se acerca a la biologia.

d
r;:a+b —c¢
a

Ip:b+c —d

r,:c+d —e+f

kr4:a+e g

Este micro-metabolismo consta de:
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» X ={a,b,cd,e, f, g} Conjunto de moléculas presentes

R = {ry,19,73,74} Conjunto de reacciones

C = {(d,r),(a,rs),(f,r4)} Conjunto de catalizaciones

F = {a, b} Conjunto de alimentos (Food items)

En la figura 12 se ve una representacion grifica de este metabolismo. Obviamente las

ideas presentadas aqui en forma simple y gréfica aceptan definiciones algoritmicas:
= sea X el conjunto total de moléculas que operan en la red
= una reaccion r es un par ordenado (A, B) donde:

e ABCX

e ANB=10

» siA={ay,..,a,} y B = {b,..b,,} entonces r representa una reaccién quimica
donde las moléculas de A (reactantes) se combinan en ciertas proporciones para

producir las moléculas de B

= F'(por “food”) es el conjunto de moléculas que alimentan a la red de reacciones. Es
decir no son creadas por ninguna reaccion de la red sino que incorporadas desde el

medio.

= Sea R el conjunto de reacciones (es decir R = {(A;, B1), (42, Ba), -+ , (A, By)}
se denomina a una catalization a un par (z,r) donde z € X y r € R. Se dice que =

cataliza a la reaccién r. Se denota C' C X x R al conjunto de catalizaciones.

= sirT = (A, B) € R se definen p(r) = Ay n(r) = B y ademads consideremos un
sub-conjunto R, de R. Con estas nociones generalizamos la idea de los reactantes de

una reaccién r (es decir p(r)) a la de los reactantes de un sub-conjunto de reacciones
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(bt P

Figura 12: Representacién gréfica de Q = (X, R, C') para el conjunto de reacciones especificadas.
Las cuatro reacciones (rq, ..r4) (cuadrados), las 7 moléculas (circulos), los dos componentes det
Food-set (a*, b*) y las tres catalizaciones (flechas rojas) configuran un CRS=@Q) = (X, R, C)

como: p(Ry) = UU,cp, p(r) podemos hacer lo mismo para los productos: 7(R;) =
U,er, 7(r) y asi definir el soporte de Ry como: supp(F1) = p(Ri) U m(Ry). Asi,
el conjunto supp(R,) (el soporte de R;) es el conjunto de todas las moléculas de X

que tienen algo que ver (es decir son consumidas o producidas) por al menos una

reaccion en R;.

= el sistema (X, R, (') se lama un Catalytic Reaction System sobre F' (o CRS sobre

F). Algunas veces se encuentra escrito como @ = (X, R, C)

Definicién de Clausura’

Con los elementos formales definidos arriba se puede definir muy precisamente lo que es la

clausura. Sea un sub-conjunto i’ de R (es decir un sub-conjunto de las reacciones totales),

y X" de X (es decir un sub-conjunto de las moléculas totales). Se define la clausura de

X' relativa a R’ (clg (X)) como el sub-conjunto minimo W N X que contiene a X' y que

satisface la condicién que para cada reaccion (A, B) € R/ se tiene:
ACXUW)=BCW

Informalmente se tiene que clp (X') es X’ mds todas las moléculas que pueden ser

Lesta pequefia seccién es importante
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sintetizadas a partir de X' por la aplicacién repetida de reacciones en R'. Nétese que
clr (X') estd bien definida y clp (X') C (n(R') U X".
Dado un CRS: @ = (X, R, C) y un sub-conjunto R’ de R se dice:

= %' es reflexivo auto catalitico (RA) en @) si: para todos los r € %’ existe un z €

supp(Z%'talque(z,r) € C.
» %' es F-generado si p(#') C clg'F

» X' es reflexivo auto catalitico y F-generado (RAF) en Q si #' es RA en Q y F-

generado. En este caso se dice que R’ es un conjunto RAF para Q).

Todas estas relaciones de conjuntos se pueden traducir en lo siguiente: Un sub-conjunto

R’ es RAF si:

= para cada una de sus reacciones existe un catalizador producido por alguna reaccién

en R

= cualquier reactante en R’ puede ser construido recursivamente aplicando reacciones

de R’ a partir del conjunto de moléculas de F'.

Se puede ver que la idea de conjunto RAF captura la idea de un sistema vivo a partir
de algunos componentes externos (conjunto F) y por su habilidad de auto catélisis cruzada
puede autogenerarse. Como se verd mdas adelante las ideas de los conjuntos RAF, aunque
interesantes (sobretodo porque representan el metabolismo como un grafo dual), permane-
cieron varios afios sin mayor difusién. No es de extrafiar esta relativa invisibilidad ya que
el esfuerzo de Hordijk y Steele estd encaminado a re-analizar el resultado de Kauffman
que afirma que la probabilidad de tener una red auto catalitica es 1 (es decir certeza) a
pesar que la probabilidad que un producto pueda catalizar cualquier reaccion en la red (p)
sea muy baja. Asi, en vez de resultados analiticos, estos autores usan simulaciones compu-

tacionales. Primero crean redes con un niimero arbitrario de reacciones (del orden 20-40).
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Para cada una de estas redes ven si existe un conjunto RAF y repitiendo este procedimiento
millones de veces pueden evaluar la probabilidad de aparicién de un conjunto RAF. Todo
el andamiaje matemdtico dado aquf es sélo el fundamento de un algoritmo de bisqueda
que, dada una CRS, busca si tiene en su interior un conjunto RAF (no por nada los autores
lo llaman el algoritmo RAF). El interés es que este algoritmo es polinomial respecto del
nimero de reacciones, por lo tanto es resoluble por fuerza bruta por un computador. Las
nociones RAF serdn usadas en esta tesis, pero no para buscar en espacios multidimensio-
nales conjuntos auto cataliticos, sino mds bien como una herramienta para clasificar tipos
de redes con clausura metabélica. Una de sus frases de la conclusién del paper es muy

iluminadora respecto a la pregunta fundamental detrds de los conjuntos RAF:

In this way [i.e. using RAF ideas] it may be possible to shed some light
on the question of whether autocatalytic, self-sustaining systems rely on a
very special and unlikely biochemical balance, or whether they are a likely

consequence of a sufficiently complex system of biochemical reactions.

Teoria de la Organizacion Quimica

Esta teoria comienza definiendo un metabolismo por:

= un conjunto M de moléculas que se transforman

= un conjunto R de reacciones. La definicién es muy parecida a RAFr = (A, B) =
(A-B)eR'!
el par (M, R) se denomina una quimica artificial®.

La idea de clausura es facil de entender: un sub-conjunto C' C M es cerrado si para

todas las reacciones r = (A, B) = (A — B) € R cuando A tiene los elementos en

'Hay una diferencia, COT usa multiconjuntos y RAF usa conjuntos
%Increible coincidencia con los sistemas (M, R)
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C entonces B también tiene sus elementos en C. Intuitivamente esta definicién quiere
decir; si un conjunto C' de moléculas tiene la propiedad que cualquier reaccién R que
tiene todos sus reactantes en C' también tiene todos sus productos en C se dice que C
es cerrado. Ademads dado cualquier sub-conjunto S C M siempre es posible generar su
clausura, denotada por G¢r.(S), buscando el conjunto C' mds pequefio que sea cerrado. Se
dice que S genera al conjunto cerrado C = G¢r(S) y llamamos a C la clausura de S.

Un conjunto S C M se dice auto-mantenido si todas las moléculas de S, y que son
usadas por reacciones, son producidas por reacciones con reactantes en S'.

Un conjunto O € M se denomina una semi-organizacion si es la vez cerrado y auto-

mantenido.

Una Innovacion: Introduccion de la Nocion de Flujos, aparece el Tiem-
po

Pero, aunque la idea de que una semi-organizacion (como los conjuntos RAF) parece
capturar la idea de un metabolismo autosustentable no garantiza que en su evolucion tem-
poral no se vaya a producir que algunas moléculas desaparezcan. Por lo tanto, se deben
usar ideas de velocidad de consumo y de velocidad de produccién de moléculas para de-
finir ahora conjuntos que sean mantenedor de masa (mass-maintaining). Sea un sistema

de quimica artificial (M, R) con m = | M| igual al nimero total de tipos moleculares y
n = |R|y sea M = (m;;) la matriz estequeométrica de (m x n) que describe todas las
reacciones metabdlicas (m; ; denota el niimero de moléculas del tipo 7 producidas por la
reaccion 7. Un sub-conjunto C' C M se denomina mantenedor de masa si existe un vector
de flujos v = (v, v, .....v,) tal que para cada reaccién v; > 0. Esta condicién muestra

que todas las moléculas van a mantener (o incrementar) su concentracion.

!Observernos que los conjuntos RAF no son automantenidos
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Una Anti-innovaciéon? No hay Nocion explicita de Catalisis.

Un elemento que falta en esta teoria es la mencién explicita de los catalizadores como
tales. Es decir, un catalizador en esta teoria se comprende como una molécula que se
encuentra a ambos lados de una reaccién. En particular no hay nada similar a la nocién
de catalizacion de los conjuntos RAF. En todo caso la teoria COT ha servido para traer la
idea de cambio temporal, y estabilidad cuantificada con sistemas dindmicos, al estudio de
la clausura metabdlica. Por este solo detalle merece ser estudiada con detalle y de hecho
un nuevo trabajo ha explotado intuiciones publicadas por nuestro laboratorio (Jaramillo
y cols., 2010) para mostrar la importancia de ciclos de reacciones en determinar estabilidad
(Kreyssig y cols., 2012).

En resumen y consideracion de todo este capitulo, desde que se han co-desarrollado
técnicas computacionales para atravesar drboles de conceptos en bases de datos, y ideas
de élgebra lineal ha sido posible entender como atacar el problema de la estabilidad de
los sistemas de reacciones. A continuacién veremos como las ideas simples presentadas
aqui pueden tener un gran impacto cuando se hable de flujos y estados estacionarios en un

organismo modelo.
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Antecedentes Dinamicos

Como se ha insistido anteriormente, los aspectos dindmicos de un sistema corresponden
al punto de vista més cercano al mundo experimental ya que los objetos de estudio, las
concentraciones de los metabolitos y sus cambios en el tiempo, corresponden precisamen-
te a las entidades que pueden ser medidas empiricamente. Teniendo esto en considera-
cion, durante esta tesis hemos prestado especial atencién a este enfoque, de forma que
los resultados obtenidos durante este trabajo tengan potencialmente algiin impacto para el
experimentalista. A continuacién revisaremos algunos conceptos y teorias existentes que
lidian con la dindmica del metabolismo para insertar nuestros resultados en un contexto
adecuado y hacer una revisién que permita contrastar la naturaleza de este trabajo con

otros puntos de vista en biologia tedrica.

Ley de Accion de Masas

Como nos preocupara principalmente la tasa de cambio de distintas especies que confor-
man un metabolismo, repasaremos brevemente cémo se suelen representar las velocidades
de reacciones quimicas en términos de ecuaciones diferenciales. La Ley de Accién de Ma-
sas (propuesta por primera vez entre 1864 y 1866 (Gulberg y Waage, 1864)) informa sobre
la tasa de ocurrencia de una reaccién. Inicialmente se enfocaba en los mecanismos que
llevan a una solucién en la que ocurren reacciones hasta el equilibrio, aunque posterior-
mente el enfoque se dirigié a la dindmica fuera del equilibrio. El planteamiento moderno
se fundamenta en la fisica estadistica y la deduccién sigue mds o menos los siguientes
lineamientos:

Contémplese un volumen en el cual hay especies quimicas capaces de interaccionar a
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través de la siguiente reaccién quimica:

R:mA+nB — pC+gD (20)

Considérese ademas que el medio de reaccién se encuentra a temperatura constante y bien
mezclado, es decir, es homogéneo. Bajo estas condiciones la ocurrencia de una reaccion

quimica depende principalmente de dos factores:

= El encuentro de las especies moleculares involucradas en el volumen de reaccion

= Que la colisidn sea suficientemente energética y con la geometria adecuada

Si la solucién estd bien mezclada y en ausencia de interferencia, la tasa de colisiones
por unidad de tiempo depende esencialmente de la cantidad de masa activa de las especies
que se encuentre en el volumen, es decir, de la actividad quimica o concentracién efecti-
va'. El segundo factor dependerd de la temperatura de la solucidn, la presencia o ausencia
de catalizadores y otras propiedades de las especies quimicas. La actividad quimica suele
medirse de forma empirica pues calcularlo requeriria en general de la realizacion de simu-
laciones de quimica cudntica (e.g. para estimar la reactividad quimica) y el célculo de una
cantidad de configuraciones geométricas posibles muy elevada.

Con esto podemos escribir la probabilidad de ocurrencia de una reaccién R en un

intervalo de tiempo 47 como:

P(R) = ka[A"[B]"6t 1)

donde kg es un término constante que contiene el efecto de la temperatura, catalizadores

y particularidades energético-probabilisticas de la reaccién, [A] y [B] corresponden a las

tPor distintos efectos como la quelacién o aglomeracién de moléculas debe considerarse la concentra-
cién efectiva y no la concentracion total.
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concentraciones efectivas de estas especies quimicas y m y n a los coeficientes estequio-
métricos de la reaccién. A partir de este punto puede plantearse una ecuacién diferencial
estocdstica para describir la concentracién de las distintas especies, pues cada vez que
ocurre una reaccion las concentraciones cambian y esto a su vez cambia la probabilidad
de ocurrencia de la reaccién. Si consideramos que hay suficientes particulas como para
que se cumpla la Ley de los Grandes Nimeros, podemos tender al limite donde la concen-
tracion es continua y por lo tanto aproximar la ecuacion estocéstica que indica el cambio

de la concentracién de A como una ecuacién diferencial ordinaria:

A
= = —mkgA]"[B]" (22)

De esta misma forma puede describirse el curso temporal de la concentracién de las demads
especies. Si ademads se considera que la reaccion inversa ocurre, obtenemos que el cambio

neto en las concentraciones realmente es:

2 = —mkalAI"[B]" + mhg-+ [CPID] = m(ke-s[CPIDY ~ ka[A"[BI")  @23)

Para expresar la tasa de cambio de concentraciones de todo un sistema se recurre a la
matriz estequiométrica S y a un vector de velocidades de reaccién v(X, k), describiendo

el cambio en las concentraciones X :

= = Su(X, k) (24)

donde X es el vector de concentraciones de todas las moléculas.
Estas ideas son la base general de los sistemas que simulan la ocurrencia de reacciones
para mecanismos simples. En particular, la ecuacién 23 describe el curso temporal de las

concentraciones de especies involucradas en reacciones que siguen el mecanismo plantea-
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do anteriormente y es lo que se conoce como Ley de Accion de Masas. Mas sobre este
tema puede encontrarse en los articulos originales o de forma muy did4ctica en el trabajo
de Daniel Gillespie (Gillespie, 1977). Por supuesto que en biologia las reacciones suelen
estar sujetas a la accién de un catalizador, cuya disponibilidad no es absoluta ni constante,
por lo que se generan dindmicas como la conocida ecuacién de Michaelis-Menten (resuelta
analiticamente recién en el 1997 (Schnell y Mendoza, 1997)) que consideran saturaciones
y cambios en la concentracién de catalizador. Otras complicaciones, como la existencia
de compartimentalizacién y fenémenos de difusidn serdn ignoradas para simplificar el

anlisis, considerando siempre que el sistema se encuentra bien mezclado.

Estado estacionario

Desde los tiempos de Henri Poincaré se hizo evidente que las ecuaciones diferenciales
encerraban secretos dificilmente accesibles, excepto en ciertos casos particulares. Hoy
resolvemos el problema de analizar sistemas complejos utilizando computadores, aunque
incluso esta es una opcién limitada a casos de dimensién pequefia. Para los matematicos y
fisicos del momento, la solucién fue desechar el rigor numérico y aproximar las ecuaciones
desde un punto de vista cualitativo, momento en el cual se hizo evidente que lo que habia
que estudiar primero eran los llamados conjuntos limite, es decir, puntos de equilibrio y
orbitas periédicas, atractores, etc...

En biologia nos concentramos en los estados estacionarios, no porque consideremos
que los organismos deben permanecer siempre en un estado estacionario, sino porque
como primera aproximacién son muy informativos ya que dada la complejidad actual de
los organismos, los estados estacionarios son de lo midximo que podemos abarcar desde el
punto de vista analitico; ademds los puntos fijos se corresponden bastante con la idea de

invarianza a niveles de composicién, de estructura, etc... es decir, corresponden a estados
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homeostaticos donde la actividad de un sistema estd en tal grado de balance o equilibrio
que todo lo que es degradado es reconstruido por el sistema.
En el estado estacionario de un sistema descrito por la matriz estequiométrica S'y un

vector de velocidades de reaccién v, se cumple lo siguiente:

5X

== Su(X,k) =0 25)

Como la matriz S es no nula, la atencién se vuelca hacia aquellos vectores cuyo pro-
ducto con la matriz es nulo, es decir, el kernel de 1a matriz S. Sobre las condiciones que se
requieren para la existencia de estos vectores, la concentracién de los distintos metabolitos
en ese momento, las propiedades del punto de equilibrio y los efectos de pequefias pertur-
baciones se ha escrito mucho. Una de las grandes teorias que cristaliza estos estudios es la

teoria del control metabdlico, la cual introduciremos a continuacion.

Analisis del Control Metabolico

La teoria del MCA es un potente estudio matemadtico del metabolismo que tuvo su naci-
miento principalmente de la mano de al menos tres grupos de investigadores independien-
tes (Heinrich y Rapoport, 1974; Kacser y Burns, 1973; Reder, 1988). Por supuesto existen
otros autores que también contribuyeron al campo como Higgins y Savageau (Higgins,
1963; Savageau, 1976) e incluso cémicamente, la misma matemdtica fue resuelta en un
contexto distinto por (Zhou y cols., 2005). Su preocupacién inicial, o lo que podria lla-
marse el toy-system, es una cadena enzimdtica lineal, es decir, reacciones cuyos productos

constituyen los reactantes de la siguiente reaccién como puede verse a continuacion:

k1

ko kn Y
8 =8 =8.=5§ =



Esta decision obedece la motivacién por estudiar el metabolismo del momento, que era
esencialmente la ingenieria metabdlica (en sus inicios, no su forma moderna) y por lo tan-
to el estudio del balance o distribucién de masa en una via o pathway. Esta perspectiva
simplificadora no limita sus resultados, pues su modo de andlisis puede extrapolarse facil-
mente a redes de reaccién con ramificaciones. A continuacién veremos las herramientas

matemadticas utilizadas por esta teoria pues resultan edificantes.

Cinética enzimatica

En el trabajo de MCA las enzimas o catalizadores se consideran elementos esencialmente
estaticos, solo susceptibles a efectores. Nuevamente esto se debe a que se intentaba con-
siderar las concentraciones in vivo y modificaciones de estas. Otra simplificacién introdu-
cida por estos autores, aunque reconocen que el modelo mds acertado es el de Michaelis-
Menten ilustrado por la ecuacién 26 y la figura 13, es el de considerar que los organismos
vivos funcionan probablemente con las enzimas no saturadas, es decir en la zona lineal de

la cinética, particularmente cuando S; < 3 Ko

v = b (26)

Esta aproximacién permite hacer un andlisis iluminador sin mucho trabajo dedicado ex-
clusivamente a las ecuaciones. Asi, la velocidad de reaccién del sistema se describe por

estas ecuaciones:

as
E{ =k1Sp — (k_1 + k2)S1 + k_25;
aS; >7
E" = kiSj—l - (k_j e kj+1)5j i k—(j+1)Sj+l ( )
as

= = kpSni- — (k- B
5 - — (ken +1)
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Figura 13: Curva tipica de cinética & la Michaelis-Menten. En rojo se describe el comportamiento
que tendrfa la velocidad de reacci6n si no hubiese saturacién. Imagen original cortesfa de usuario
U+003F de Wikipedia

A continuacién los autores reconocen que un buen punto de partida es el de buscar un
estado estacionario, pues este debe reflejar el estado de la cadena enziméatica durante la

mayor parte del tiempo. Para simplificar los cdlculos se propone el siguiente cambio de

variables:
1 k;

T htk, T L, -

Ti

Aparte de ser algebraicamente apropiado, este cambio de variables permite entender el
sistema ya no en términos de las constantes cinéticas, sino que de la posicién o constan-
te de equilibrio para la reaccién i-ésima ¢; y su tiempo caracteristico o de relajacién 7;.
Para encontrar el estado estacionario es necesario igualar las tasas de cambio de los dis-
tintos metabolitos a 0, ya que esa es la posicién de equilibrio, obteniéndose un sistema de
ecuaciones algebraicas no homogéneas (es tltimo pues Sy y - son términos que no estan

asociados a las variables del sistema). Luego de arduos cdlculos, es posible despejar las
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concentraciones al equilibrio de las distintas especies moleculares:

n n
i 1+ 2 m(l+a) [ gm

S, =8, H i oo m:k-}-l 29)
=1 1+vY. m(l+a) I on
k=1 m=k+1

Ahora que contamos con esta base tedrica, podemos dedicar nuestra atencion a nociones
mas informativas, como lo son el flujo y los coeficientes de control y que constituyen los
resultados mds importantes de esta linea de trabajo, la cual si bien es la base fundamental
de la biologia de sistemas actual, no ha visto grandes avances desde su planteamiento
original. Por ejemplo, el flujo de masa a través de la totalidad de la cadena enzimatica en
el estado estacionario corresponde a v, = .Sy, es decir:

vSo _quj

J

n n
1+ m(l+a) I om
k=1 m=k+41

(30

’Ug=

De esta ecuacidn se puede obtener informacion interesante, por ejemplo puede verse que
el concepto de enzima limitante de reaccién, presente incluso en los textos modernos de
bioquimica (Devlin, 2004) es una aproximacién que desecha los aspectos sistémicos pues
el flujo depende de los pardmetros de todas las enzimas de la via. Para ser justos, si con-
sideramos que la mayoria de las reacciones son reversibles (g; = 1) el flujo se simplifica

a

Wt 3D

de donde se desprende que la enzima con el tiempo de relajacién mds grande es aquella

que tiene mayor influencia en la via. Otro aspecto interesante que se puede derivar de la
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ecuacion 30 es el caso de las reacciones irreversibles, es decir cuando g, > 1:

s—1
So 1:[1 d;
et (32)
Ts+ 2. (l+a) [I ¢m
k=1 m=k+1

dejando en claro que si existe una reaccién esencialmente irreversible el flujo sobre to-
da la via queda determinado esencialmente por esa enzima y todas las que la preceden.
A esta ecuacion todavia le quedan un par de vueltas de tuerca, pero para ello necesita-
mos introducir los coeficientes de control, los elementos verdaderamente fuertes detrés de

MCA.

Coeficientes de control

Como ya mencioné anteriormente, el contexto en el que se gest6 esta teoria es el de la
ingenieria de metabolismo, por lo que la pregunta natural es: Si vamos a modificar la
existencia de una enzima ;cudl serd aquella que traiga mayores beneficios? En particular,
cual modificard en mayor medida el flujo? La respuesta analitica es tomar la derivada del
flujo respecto de la velocidad de una reaccién aislada, asi, nombrando a esta magnitud
coeficiente de control de flujo se puede escribir:

C?s_%

9y 53

donde v; es la velocidad de reaccidn de esa reaccién aislada, la cual en la mayoria de las
cinéticas enzimdticas aumenta conforme aumenta la concentracion de la enzima. Consi-

derando una aproximacion lineal podemos descomponer la ecuacién anterior:

Bvg
Clr = (34)
oT;
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Siguiendo la cinética expuesta en MCA, un aumento de la cantidad de enzima presente
significa esencialmente un aumento de las constantes k; y k_;. En términos de nuestro
cambio de variables, g; no se ve modificado, pues es relativo a la posicién de equilibrio,
asi que valdria la pena explorar el cambio en el flujo respecto de 7;. Considerando que la

enzima reacciona con los sustratos en sus concentraciones en el estado estacionario:

1
Vg =V = m(%&q - 5;) (35)

y luego la variacion del flujo respecto a 7; es:

B’ri o 1+q13—7'?_

5’09 ! 0 |:l(QiSi-1 - Si)] (36)

1

Obteniendo asi uno de los términos de la ecuacién 34. Para la velocidad de alguna enzima
en particular la expresion es basicamente la misma. Asi, los autores de MCA llegan a una
expresion analitica para C;, haciendo notar varias propiedades sobre este coeficiente, en
especial que 0 < C; < 1y que mientras mayor el coeficiente, mds grande es el impacto de
un cambio en esta enzima sobre el flujo de la via. Una derivacion similar puede llevarse a
cabo para el coeficiente de control de metabolitos, es decir, como cambia la concentracion
de un metabolito en el estado estacionario cuando cambiamos la velocidad de la reaccién
i-ésima. Anotaremos este coeficiente C*. Luego de estas definiciones matemdticamen-
te escabrosas podemos pasar a los resultados principales de MCA, los cuales capturan

propiedades sistémicas de los metabolismos, sin embargo no capturan la idea de clausura.

Teoremas de MCA

Respecto de los coeficientes de control, MCA presenta dos grupos de teoremas que co-

rresponden a su contribucién mds importante para la comprension del metabolismo:
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Teoremas de la Sumacion: Estos teoremas indican que la suma de los distintos coefi-

cientes de control tiene un valor fijo, en particular

n+1l
> =1

n+1

Y Ci=0
b

37

lo que significa que los flujos por las vias y las concentraciones en el estado estaciona-
rio de los distintos metabolitos son ambos propiedades sistémicas, es mas, su control se
encuentra compartido por todas las reacciones del metabolismo, independiente de si estas
son anteriores, o posteriores a la formacién del metabolito. Por supuesto esto no significa
que los coeficientes de control sean fijos, al contrario, indica que cuando una velocidad
de reaccién cambia v posiblemente su coeficiente de control también se vea afectado,
entonces la ganancia o pérdida de control sera compensada por el resto de la red, que
respectivamente perderd o ganara control.

Teoremas de Conectividad Los teoremas de conectividad, correspondientes al segun-
do grupo de teoremas de MCA no son realmente relevantes para esta tesis y requieren la
explicacion de otras magnitudes conocidas como los coeficientes de elasticidad, por lo que
no se incluirdn aqui mds que esta mencién por completitud.

Al menos los teoremas de sumacién son notables por su respuesta sistemica, la cual
ha sido validada experimentalmente (Torres y cols., 1986; Fell, 1992) pero MCA sufre
una deficiencia seria para entender los organismos vivos. El hecho que limita esta teoria
como plataforma para estudiar el metabolismo es que en este caso se ha olvidado el hecho
fundamental de que las enzimas, en el caso del metabolismo, constituyen también meta-
bolitos, lo que conduce a dindmicas altamente no-lineales en las que ademds la cinética
fuera y alrededor del equilibrio es responsable de gran parte del comportamiento. En otras

palabras, se ha olvidado la clausura.
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Teoria de la Organizacion Quimica

La teorfa de la organizacién quimica comparte muchas definiciones con los Conjuntos
RAF, en particular las ideas de reaccién (aunque COT utiliza multiconjuntos para mante-
ner la estequiometria explicita), soporte y notablemente clausura. Para evitar la repeticion
de contenido, en este capitulo nos limitaremos a revisar las nociones dindmicas que se han
desarrollado en COT.

La primera definicién relevante en esta teorfa es la de conjunto auto-sostenido. Esta
definicién estudia la relacién entre la matriz estequiométrica y el vector de velocidades de
reaccién para examinar la posibilidad de que el sistema sea capaz de mantener su masa
en el tiempo. El producto Sv corresponde a la tasa neta de aparicién o desaparicion de
las distintas especies de un sistema en el cual las reacciones ocurren a las velocidades
descritas por el vector v. Asf, un conjunto auto-sostenido es un conjunto de moléculas, las
cuales reaccionado a alguna tasa v, es capaz de mantener o aumentar la masa total de
todas sus moléculas. Si bien la funcién detrds del vector v™ puede tomar cualquier forma,
considerando que en general la cinética de las reacciones bioquimicas es altamente no
lineal, es necesario contar con definiciones bésicas que delimiten los objetos de inter€s,
por lo que esta primera definicién no trabaja al nivel de detalle de la forma funcional
que v pueda tener. La idea de conjunto auto-sostenido extiende la nocién de un conjunto
semi-sostenido, el cual es un requerimiento similar a éste pero sin la nocién de tiempo
como condicién, es decir, la condicién de conjunto auto-sostenido es mds estricta que la
de auto-semi-sostenido. Resumiendo, un sistema quimico se dice auto-sostenido si existen

vectores positivos v tales que:

Svt >0 (38)

La siguiente definicién, que estd al centro de la teorfa COT, es la de Organizacion. Una

Qrganizacién se define como un conjunto cerrado (condicién estdtica) y auto-sostenido
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(condicion dindmica). Es decir, una Organizacion es un sistema de reaccién quimico en el
cual la masa de todas las moléculas se mantiene o incrementa, mientras que ¢l tipo de mo-
léculas presentes se mantiene constante, pues ningun tipo molecular aparece o desaparece.
Esta es una caracteristica importante para los sistemas vivos, pues les permite mantener las
relaciones entre componentes ddndoles una continuidad material. Si se violase la primera
condicidn, aparecerian tipos moleculares nuevos todo el tiempo, por lo que se generaria
interferencia, o interacciones complejas y novedad, cambiando constantemente asi la or-
ganizacion del caso. Por otro lado si una de las especies moleculares agota su existencia,
esta no estard disponible para participar de las reacciones, forzando una reestructuracion
de la red y por lo tanto violando la invarianza organizacional, propiedad caracteristica de

los seres vivos.

Dinamica y COT

Si bien COT ha sido utilizada amplia y exitosamente para estudiar una multitud de sistemas
de naturaleza diversa Centler y Dittrich (2007); Matsumaru y cols. (2005, 2006), hasta
ahora su fuerte ha sido el enfoque jerdrquico que provee en términos de las Organizaciones
y sub-Organizaciones que contiene un sistema. Aunque estos aspectos son sumamente
interesantes desde el punto de vista biolégico, pues nos informan sobre los sub-sistemas
que podrian existir en un metabolismo, nos aleja de los aspectos dindmicos en los que
nos queremos concentrar en este trabajo. A continuacion revisaremos un par de teoremas
que si atacan directamente preguntas de origen dindmico y por lo tanto son atingentes al

desarrollo de esta tesis.
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COT y Conjuntos Limite

Como se menciond en la introduccidn, los puntos cualitativamente interesantes en un sis-
tema dindmico corresponden a los 1lamados conjuntos limite, que pueden corresponder

a

Puntos fijos

Orbitas periédicas

Ciclos limite

Atractores extrafios

y que en general son conjuntos de puntos hacia los cuales tienden las 6rbitas de los siste-
mas dindmicos cuando se los deja evolucionar por un tiempo infinito. Asi, los puntos fijos
estdn constituidos por un conjunto con un punto dnico, mientras que las érbitas periddicas
son trayectorias cerradas y los ciclos limite corresponden a drbitas espiraladas que van
cerrdndose cada vez mas sobre si mismas. Por su lado los atractores extrafios tienen una
estructura interna mds compleja. Los conjuntos anteriores describen tendencias o tipos de
trayectorias que podria seguir un sistema dindmico. Si ademas estos conjuntos son esta-
bles tendrdn una cuenca de atraccion, lo que significa que es altamente probable encontrar
a un sistema en un estado perteneciente a un conjunto limite.

Al respecto, COT tiene un teorema inicialmente demostrado para puntos fijos Dittrich
y di Fenizio (2007) pero que se ha extendido Peter y Dittrich (2011) para los conjuntos li-
mite acotados que no incluyan los ejes del sistema (pues alli ocurre un cambio cualitativo).

Este teorema indica:

Teorema 1 Si la dindmica de un sistema de reaccion tiene conjuntos limite acotados que

no contengan a los bordes del sistema, entonces aquellos subconjuntos de moléculas pre-
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sentes en estos estados que no posean subconjuntos propios entre las moléculas presentes

corresponden a organizaciones.

Con ayuda de este teorema podemos, al menos a groso modo, decir que el compor-
tamiento a largo plazo de un sistema quimico acotado tenderd a una organizacion. Es
importante que no hemos hecho suposiciones de ningiin tipo respecto del comportamien-
to de la cinética, mas alld de que una reaccidn cuyos reactantes se encuentran presentes
efectivamente ocurra con alguna tasa. Esto significa que el teorema se aplica a una gran
clase de sistemas quimicos, implicando entonces que la mayoria de los sistemas quimicos
efectivamente, al ser observados, se encontrardan conformando una organizacién.

Si bien el reciproco no es cierto, este teorema es 1til a la hora de buscar sistemas o
subsistemas que pudiesen tener puntos de equilibrio. Ademds de poder desarrollar propie-
dades para los equilibrios que se desprendan del hecho de que estos son Organizaciones
y quizds restricciones adicionales que se le imponga al sistema, pues en realidad ser una
Organizacién no es una condicién fuerte. Notemos por ejemplo, que no todas las Orga-
nizaciones son estables. Las Organizaciones solo tienen asegurado que podria algebraica-
mente existir un vector de flujo, ni siquiera se hace mencidn a su alcanzabilidad dentro del
sistema quimico. Es por esto que la estabilidad de un sistema debe ser tratada por otros

medios.

COT y Viabilidad

Para profundizar atin mas en los aspectos dinamicos de COT, el grupo de investigadores
que desarrolla principalmente COT plantea (Peter y cols., 2010) un refinamiento impor-

tante sobre la idea de Organizacién para lo cual primero introducen una forma funcional
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para v basada en la Ley de Accién de Masas:
m
(w(X, k) = ki | [ X5 (39)
J=1

Donde a;; es el ndmero de apariciones de la molécula s; en el soporte de la reaccion
i-ésima. Luego, una organizacién se dice viable si, de forma similar a la condicién de

auto-sustentacién, existe un vector positivo X tal que:
Sv(X,k) >0 (40)

para cualquier seleccién de k. Esta condicion es sumamente fuerte y relevante, pues una

organizacién viable es independiente de la cinética de las distintas reacciones.
Considerando que probar esta condicién para todas las selecciones de k seria un des-

propésito, contamos con el siguiente teorema (el cual es valido bajo la cinética mencionada

anteriormente):

Teorema 2 Una organizacion es viable si'y sélo si
logg(Kerp(S)) — Im(4)) =R 41

para cualquier B > 0, con las siguientes definiciones:

KerZd(S)=veRZ;: Sv =0
- (42)

Im(A))=y:y=Az,x €R™
y el logaritmo aplicado elemento a elemento.

Fste teorema indica, quizds de forma poco clara, cémo es que la estructura de las

matrices A y S restringe los valores que & puede ocupar a modo de que la organizacion
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se mantenga como tal, e incluso bajo ciertas condiciones indica que cualquier eleccién de
k es valida. El tener esta dltima condicién, la viabilidad, nos permite trabajar ignorando
los pardmetros cinéticos de un sistema y concentrarnos sélo en su topologia, 1o cual es
sumamente liberador pues desde el punto de vista empirico no podemos realmente elegir
el vector £ del sistema.

Sin embargo, existe una limitante a la hora de determinar si una organizacidn es viable
o no: No existen métodos automdticos para poder probar la condicién requerida por el
teorema anterior, pues los métodos del dlgebra lineal no pueden tratar con términos del

tipo logg KerZj pues no son lineales.

COT y una Descomposicion

El tltimo teorema que mencionaré sobre COT fue desarrollado recientemente en la Fa-
cultad de Ciencias de la Universidad de Chile (Veloz y cols., 2011). Este teorema, cuyos
detalles requieren un trabajo entero por si sélo, define una descomposicién de un sistema

en los siguientes conjuntos:
= Conjunto no reactivo: Especies que no estn involucradas en reaccion alguna

= Conjunto de catalizadores: Definido como las especies que actian como cataliza-

dores
= Conjunto reactivo: Especies que no pertenecen a los conjuntos anteriores

Esta descomposicién no parece agregar informacién sustancial, pero el teorema sigue re-

finando la descomposicién del dltimo conjunto en:

» Conjunto de especies sobreproducidas: Aquellas que pueden ser producidas sin

reducir la concentracion de otras especies en el sistema
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» Conjunto del ciclo activo potencial: Moléculas pertenecientes al conjunto reactivo

que no son sobreproducidas

Desde aqui se descompone el PAC en sub-PACs disjuntos (que no se sobrelapan), de forma
que la condicion de auto-sustentacion de una organizacién puede ser evaluada estudian-
do la auto-sustentacién de los sub-PACs. En particular, el teorema de la descomposicién

afirma lo siguiente:

Teorema 3 Sea X un conjunto de moléculas y N, FE, F' sus conjuntos no-reactivo, cata-
lizadores y de especies sobreproducidas respectivamente, y D; sub-PACs que no se sobre-
lapan, es decir

X=NUEUFUDyU---Dy (43)

entonces X es auto-sostenida si y sélo si N\ U E U F U D; es auto-sostenida para cada

i=1..,d

Para ilustrar el sentido de este teorema hemos incluido un caso de ejemplo en extre-
mo simple que sin embargo provee todos los elementos para comprender el alcance del
teorema de la descomposicién. En la figura 14 puede verse una organizacion que contiene
2 sub-PACs y un catalizador. Con este caso se puede ver que la dindmica de un sub-PAC
(conformado por z, y) es independiente de la dindmica del otro sub-PAC (z, w) y que am-
bos PACs, en unién con el catalizador, deben ser auto-sostenidos para que todo el conjunto
de moléculas también lo sea.

Este teorema es de fundamental importancia pues establece que la potencial estabi-
lidad de un sistema complejo puede estudiarse descomponiéndolo en subsistemas mads
pequefios y mds simples, los cuales tienen su cinética débilmente acoplada entre si. En el
capitulo siguiente nosotros describiremos un patrén de catalizaciones que esta presente en
todas las Organizaciones y por ello, en combinacién con este teorema, plantea un enfoque

interesante.
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Figura 14: Sistema simple ejemplificando la descomposicién de una organizacién en distintos
conjuntos. Las flechas indican reacciones: las colas inician en los reactantes y las puntas apuntan
a los productos. ¢ actiia como catalizador por lo que constituye el conjunto de catalizadores. z,y
corresponden a un PAC pues si se alcanza un estado estacionario para estas moléculas, ninguna
es sobreproducida ni podria serlo (la estequiometria no lo permite). De la misma forma w, z con-
forman otro PAC. Asi, la auto-sustentacién de z,y, ¢ y la de w, 2z, ¢ son independientes, y si se
confirman ambas condiciones, puede asegurarse que toda la red es auto-sostenida.

COT y Conjuntos RAF

Como hemos visto hasta ahora, los Conjuntos RAF contienen definiciones, algoritmos y
teoremas interesantes sobre lo que consideran sistemas vivos (incluso por consideraciones
de espacio he debido dejar fuera ideas recientes como los conjuntos irreducibles), pero deja
los aspectos dindmicos fuera. Por otro lado COT es un formalismo que presenta mucho
avance en lo que se refiere a traducir propiedades topolégicas a consecuencias dindmicas,
sin embargo su falta de foco en la catdlisis lo hace débil a 1a hora de analizar metabolismos.
Notando que ambos formalismos comparten muchas de las definiciones a nivel topolégico,
decidimos extender e investigar el nivel de sobrelapamiento entre ambas teorias. Nuestro

primer resultado en esta direccidn es el siguiente teorema:

Teorema 4 Si un sistema de reaccion catalitico es F-generado, entonces es una organi-

zacion.

Este teorema, cuya demostracién puede encontrarse en (Contreras y cols., 2011), hace

una potente conexién entre los Conjuntos RAF y COT, pues indica que todas las herra-
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mientas conceptuales desarrolladas para el andlisis de las Organizaciones pueden aplicar-
se también a los sistemas RAF. Es justo preguntarse si el teorema valdrd en la direccién
opuesta, es decir, si toda organizacion es un sistema RAF. La respuesta es esencialmen-
te negativa, pues la condicién de ser F-generado es mds fuerte, al exigir que el sistema
pueda construirse incrementalmente a partir del conjunto F y las reacciones que pueden
gatillarse, mientras que las Organizaciones s6lo requieren que el sistema, descrito a nivel
topolégico permita la existencia de vectores de flujo de forma que la masa se mantenga.
Esta diferencia entre ambas teorias puede parcharse si se elige un conjunto F definido dis-
tinto a lo que sugeriria COT: correspondiente a las moléculas dadas por el ambiente. Estas
ideas se exploran a mayor profundidad en (Contreras y cols., 2011), pero aqui reflexionaré
sobre los aspectos mds sobresalientes de este tépico:

Cualquier conjunto es trivialmente F-generado si elegimos el conjunto food suficien-
temente grande. En este sentido, s6lo son interesantes los casos donde F es minimal (o
si acaso existen miltiples conjuntos, quizas disjuntos, que puedan jugar el rol de food).
Si nos remitimos a considerar dentro del conjunto food a aquellos elementos dados por
el ambiente, la figura 15 muestra que solo algunos sistemas RA son F-generados; de la
misma forma sélo algunas organizaciones son F-generadas.

Un segundo refinamiento que me gustaria introducir aqui como amalgama entre los
Conjuntos RAF y las Organizaciones es la idea de sistema RAO, es decir un sistema re-
flexivo auto catalitico que ademads es una organizacién. Se ha decidido caracterizar estos
sistemas pues poseen las propiedades que se esperarian encontrar en los organismos vivos
hoy, es decir, sistemas que catalizan las reacciones que los componen como sistemas qui-
micos y que ademds tienen la posibilidad de mantenerse materialmente en el tiempo. Esta
clasificacién tendra frutos en el siguiente capitulo, donde desarrollaremos una consecuen-
cia importante que trae consigo pertenecer a la clase de los sistemas RAO. En particular

se prestard atencion a los sistemas cRAO, sistemas RAO con clausura eficiente, es decir,
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sistemas que producen todos sus catalizadores, pues estos capturan y definen a nivel técni-

co modelos como el de Rosen o el de Maturana y Varela. Asi, el panorama de las distintas

clases de sistemas puede verse en la figura 15.

T M /&\ ' .
/T | I B > B Organizacion
#1 )
4/ ] \%‘ [[[l Reflexivo
/ —" Autocatalitico
A F-Generado
—\
: [ RAF
4 | @ rao
: 7
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\\ k ﬁ]’
\ —
\\L ,/i
'\,‘ M 7
LT i Y——>

Figura 15: Diagrama de Venn de las distintas clasificaciones de sistemas metabélicos realizadas en
esta tesis. Puede verse como los RAO son sistemas reflexivos auto cataliticos que simultdneamente

son organizaciones, sin embargo no siempre son F'-generados, es decir, su origen no se encuentra
restringido a un conjunto de moleculas iniciales.
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Hipdtesis

La hip6tesis central de esta tesis es que la clausura metabdlica permite deducir teoremas
acerca de la existencia y propiedades de estados estables en el metabolismo. Idealmen-
te estos teoremas no debiesen depender de la estructura local de algunas pocas reacciones
sino que de la organizacién circular y de propiedades sistémicas que derivan de la clausura.
Ambiciosamente me gustaria poder demostrar, para una definicién formal de la clausura
metabélica y un uso biolégico de la idea de robustez (e.g. resiliencia, estabilidad, adapta-

bilidad), la siguiente implicancia:
Clausura Metabdlica = Robustez

En términos técnicos aterrizaré la idea de robustez como estabilidad del sistema dind-
mico que describe las trayectorias de las concentraciones de los metabolitos. Demostrar
esta implicancia serfa un avance importante para la teoria de los sistemas autopoiéticos
pues explicarfa desde primeros principios como emerge, en los sistemas autopoiéticos, la

robustez dindmica; una de las propiedades més notorias.

Objetivos

El objetivo general de esta tesis es generar un marco titil y unificado del metabolismo desde
el cual se puedan derivar teoremas sobre los estados estacionarios que sean de interés para
la biologia experimental. Este marco, a diferencia de las teorias centrales sobre clausura,
incorporaré las nociones de tiempo y de cambio; ademds se tratard de mostrar bajo qué
condiciones ocurren la estabilidad y multiestabilidad. Es decir, el formalismo a desarrollar

analizar4 las consecuencias para la dindmica sistémica el ejecutar la clausura metabdlica.
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Los objetivos especificos son:

1. Rescatar y amalgamar teorias circundantes (sistemas (M, R}, conjuntos RAF, COT,
conjuntos auto cataliticos, etc...) a la idea de clausura, para destacar enfoques y
resultados relevantes que puedan tener importancia para la teoria de los sistemas

con clausura.

2. Usando a la vez conceptos provenientes de los conjuntos RAF y de COT, modelar
un marco formal que permita describir los sistema con clausura en términos técnicos

precisos y hacer alusién a su dindmica temporal.

3. Usando la precisién ganada en el punto anterior, obtener teoremas sobre conecti-
vidad que iluminen qué significa, desde el punto de vista técnico, tener clausura

metabdlica, tanto para la topologia como para la dindmica sistémica.

4. Desde este resultado técnico, derivar un teorema sobre la estabilidad de los estados
estacionarios utilizando como punto de partida la idea de clausura. As{ se unird el
espacio existente entre teoria y experimento. Se pondrd especial atencion en estudiar
si es que el valor de las constantes cinéticas afecta las propiedades de los estados

estacionarios.

5. Realizar simulaciones que corroboren la validez del resuitado en sistemas simples
biolégicamente inspirados, con el fin de tener una apreciacién mds directa del sig-

nificado de los teoremas obtenidos.
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Resultados

Los principales resultados de esta tesis se dividen en dos grupos:

» Caracterizacién de una nueva clase de organizacién/metabolismo (¢cRAQ) que in-
volucra aspectos topolégicos y dindmicos. Con esta ciasiﬁcacic’m se aunan, bajo un
mismo esquema, ideas provenientes de la Teorfa de Organizacién Quimica (COT),
Sistemas (M, R), Autopoiesis y Conjuntos RAF. Si bien esta clasificacion construye
sobre trabajos anteriores, constituye una interseccién que no ha sido estudiada con

anterioridad.

= Teoremas sobre la existencia y estabilidad de un patrén de catdlisis en los sistemas
cRAO. En particular, se obtuvo teoremas sobre la dindmica temporal y existencia
de estados estables de los sistemas cRAQO. Estos teoremas estdn basados en la no-
cién de clausura metabdlica y destacan la importancia de esta propiedad a través de
consecuencias matemadticas conceptualmente simples que podrian verificarse expe-
rimentalmente. Ademds, estos teoremas corresponden a un novedoso y prometedor

punto de partida que consideré valioso en el estudio de los sistemas con clausura.

Organizacion de lo vivo: una descripcion precisa y técnica

Como se ha hecho explicito en esta tesis, el tema de la organizacion de lo vivo es un as-
pecto fundamental en toda la discusion sobre el origen, la estabilidad y el cambio de las
redes metabdlicas. Todos los enfoques analizados afirman tener ese secreto resuelto, pero
muchas veces hay poco rigor técnico en sus argumentos. Ademads, hay interrogantes rele-
vantes que pocas personas han atacado; por ejemplo, cudl es la relacion entre los distintos

tipos de sistemas? Como se ha cultivado la nula interaccidn entre los subcampos, pareciese
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ser que los distintos tipos de sistemas viven en universos disjuntos... por ejemplo: ; Son
las organizaciones a la COT sistemas (M,R)?

En este trabajo intersecté dos formalismos potentes —los Conjuntos RAF y la Teoria
de la Organizacién Quimica — para generar asi los sistemas RAQO, es decir, sistemas re-
flexivos auto cataliticos que ademas son organizaciones. Esta decision proviene del hecho
de que ambos formalismos nos parecen interesantes pero al mismo tiempo insuficientes
pues no capturan en su totalidad aspectos del metabolismo. Por un lado COT falla en el
aspecto de incluir a las enzimas o catalizadores, por lo que es dificil obtener deducciones
de la inclusion del metabolismo como producto mismo del sistema. Dicho de otra forma,
COT no maneja el concepto de clausura bajo causas eficientes. Los conjuntos RAF por
su lado ignoran completamente la dindmica temporal y estequiometria de los sistemas. Es
por éstas falencias que plantee los RAO, un subjconjunto de sistemas que vive en la in-
terseccion de ambos formalismos, y que, por lo tanto exige y complementa el andlisis con
caracteristicas de ambos. En particular me referiré a los cRAO, sistemas RAO que tienen
clausura eficiente.

Resumiendo, la clasificacion RAO corresponde a sisternas:

» Reflexivos Auto cataliticos Todas las reacciones son catalizadas por moléculas del

sistema (F-generadas o generadas por el sistema)

= Cerrados El conjunto de tipos de moléculas que componen al sistema corresponden

exactamente al tipo de moléculas que son generados por el sistema.

= Autosustentados Existen tasas de reaccién que permiten que el sistema como un

todo se mantenga o crezca en términos cuantitativos.
y los cRAO ademds tienen la siguiente propiedad:

» Clausura eficiente Todos los catalizadores son productos de reacciones del sistema

(a diferencia de ser F-generadas).
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Como puede verse al comparar estos puntos con lo dicho en el capitulo 2, ser RAO
es una condicién similar a RAF, pero no impone restricciones sobre el origen (un sistema
RAF debe ser capaz de construirse a partir de un conjunto F') sino que sobre su viabili-
dad dindmica. A pesar de esto existe una estrecha relacién entre los sistemas RAF y los
RAQO que fue mencionada en el capitulo anterior y es explorada con detalle en el apéndice
(Contreras y cols., 2011).

Haré hincapie en los cRAOs, no por capricho o deuda histérica con Rosen, sino porque
la clausura eficiente es una propiedad sumamente necesaria para la demostracién de los
siguientes teoremas aunque acarrea consigo el precio de tener que abandonar la discusién
sobre el origen de la vida. Esto dltimo ya que posiblemente la vida en sus inicios no
generaba sus propios catalizadores sino que los capturaba o encontraba en el medio en el
que se desenvolvia.

Esta clasificacion (los cRAO) es un paso crucial hacia los verdaderos resultados de esta
tesis, pues como es comiin en matemdticas, mientras més particular el sistema al cual uno
se refiere, mds propiedades sobre estos sistemas uno puede demostrar. Por supuesto nuestra
intencion es que la caracterizacioén de nuestros sistemas se mantenga lo suficientemente
general como para abarcar una gran extension del fenémeno de la vida y al mismo tiempo

caracterizar este fendmeno de forma que sea posible decir algo mas sobre estos sistemas.

Teoremas de Clausura

El resultado m4s importante de esta tesis es un teorema sobre la estabilidad de los sis-
temas con clausura. En particular, el teorema indica que todos los sistemas que dada su
organizacion pueden ser clasificados como autopoiéticos contienen subgrafos de reaccion
(denominados lazos de catalizaciones) que en términos dindmicos generan atractores es-

tables. Es mads, estos lazos estdn involucrados directa o indirectamente en la dindmica del
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resto del sistema, por lo que sus propiedades son centrales a la hora de considerar el sis-
tema completo. A continuacion veremos los pasos y supuestos necesarios para demostrar

este teorema a modo de comprender de forma més acabada su alcance.

Control entre Moléculas

Para desarrollar este primer teorema debemos introducir una nomenclatura adecuada para
describir una serie de relaciones que pueden darse entre catalizadores. La primera de estas
es una relacién binaria entre dos moléculas que se refiere a cuando una molécula (A)
cataliza una reaccién que contiene entre sus productos a otra molécula (B). Diremos en
este caso que A controla a B. Para representar esta relacién utilizaremos la siguiente
notacion

AR B (44)

indicando que la molécula A cataliza una reaccién que incluye a B como producto. Esto se

puede reescribir en términos del formalismo RAF (ver seccién RAF en Capitulo 2) como:

AFB=3(Ar) e C|Ber(r) (45)

Esta es una relacién relevante pues implica que el estado o concentracién de A influye
directamente sobre el estado o concentracién de B, es decir, las dindmicas de ambas mo-
1éculas estdn directamente acopladas.

A continuacién definiremos una cadena de catalizaciones como una serie de moléculas
en las cuales una controla a la siguiente, la cual controla a la siguiente, etc... como puede

verse en la figura 16 A. Para esta situacién anotaremos, siguiendo lo dicho anteriormente:

AFBrGCE---FD (46)
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Esta relacion resulta natural ya que si A influye en la dindmica de B y esta a su vez sobre
C, por transitividad A influye sobre la dindmica de C. Aqui es vélido distinguir que exis-
ten dos tipos de control, el primero que fue introducido anteriormente, el cual llamaremos
control directo y el segundo, que corresponde al control indirecto y se refiere a que la mo-
lIécula A controla indirectamente a C' si y sélo si C es controlada directamente por A o por
una molécula B que es controlada indirectamente por A. Como puede verse en esta defi-
nicién recursiva, una molécula controla a otra indirectamente si es que existe una cadena
de catalizaciones que las incluya a ambas, con la primera antecediendo a la segunda. Esta
relacion de control indirecto es interesante pues posee la propiedad de transitividad que lo
cual tiene consecuencias desde el punto de vista teérico. Para referirnos a la situacién de

control indirecto utilizaremos la siguiente notacion:

AED @7

indicando que A controla indirectamente a D.

De la definicidén es evidente que

AFB=AEB (48)

En este punto es necesario hacer notar que esta idea de cadena es distinta de la cadena
lineal de reacciones estudiada por MCA pues involucra a los catalizadores como elementos
articuladores de la cadena incorporando asi las nociones de clausura.

La dltima definicién necesaria para demostrar el primer teorema es la de lazo de ca-
talizaciones, que corresponde a una cadena de catalizaciones circular como puede verse
en la figura 16 B. Dicho de otra forma, un lazo de catalizaciones es una serie de molé-
culas en la cual la primera molécula se controla indirectamentea si misma a través del

resto de moléculas del lazo. Esto es verdadero para todas las moléculas que componen el
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Figura 16: Diagrama de dos estructuras de control distintas. A Una cadena de catalizaciones en la
cual no hay un ciclo de control. B Un lazo de catalizaciones en el cual el dltimo elemento controla
al primero formando un ciclo.

lazo. La autocatdlisis constituye un ejemplo trivial de este tipo de lazos. Existen distintas

posibilidades para anotar un lazo de catalizaciones, como por ejemplo

AFA (49)
0
AEA (50)
o incluso siendo mds explicitos:
ARBECEDREA (51)

Utilizar€ esta dltima pues considero que es la que comunica mejor la situacién y provee
la informacién necesaria para caracterizar el lazo al cual uno se refiere (podria ocurrir
que una molecula se controle a si misma a través de miltiples cadenas). Asi evitaremos
molestas confusiones con casos de autocatalisis.

Con esto, ya podemos dar inicio al primer teorema.
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Teorema de la Existencia del lazo

Teorema 5 En un sistema cRA debe existir al menos un lazo de catalizaciones.

Demostracién La premisa es que todos los catalizadores son generados por el sistema
(condicién de clausura eficiente), es decir, constituyen productos de reacciones. Dado que
el sistemna es reflexivo auto catalitico podemos indicar que todas las reacciones son catali-
zadas. Con esto hemos demostrado que todos los catalizadores son controlados por algun
otro catalizador, o sea:

VeeK3zeK|ztc (52)

De esto podemos concluir que siempre es posible ir hacia atrds en una cadena de ca-
talizaciones (aunque algunas veces exista mds de una opcién, es posible elegir una sin
pérdida de generalidad) perteneciente a un sistema cRA. A continuacion elijamos un cata-
lizador ¢, cualesquiera y construyamos hacia atrds la cadena de catalizaciones; ésta tendra

la siguiente estructura en el paso n-ésimo:

e e b oo g ey (53)

Por supuesto que aqui encontramos un simil al problema de infinite regress de Rosen,
pues esta cadena no estd completa, es decir, siempre serd posible interrogar al sistema para
agregar un catalizador mds que controle directamente a ¢;. La base de la demostracién es
que considerando que el mimero de catalizadores es finito (y sin ignorar el hecho de que
algunos catalizadores pueden catalizar mds de una reaccion), a lo mas pueden darse #K
pasos hacia atrds sin repetir un catalizador. Ya que tenemos asegurado por las condicio-
nes iniciales que siempre podemos dar pasos hacia atras, en algiin momento en la cadena
deber4 repetirse un catalizador (no necesariamente c,). Contaremos entonces con una ca-

dena de catalizaciones que contiene a una sub-cadena circular, y es por lo tanto un lazo de
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catalizaciones. |
Corolario En un sistema cRAO debe existir al menos un lazo de catalizaciones.

Este es un teorema de existencia que ademads indica como detectar el lazo, aunque
algoritmos de mayor eficiencia son comunes en teoria de grafos. El teorema no garantiza
que exista un dnico lazo, ni que este sea no-trivial (una reaccién auto catalitica), pero dada
la complejidad actual de los sistemas vivos es poco probable que efectivamente este sea el
caso.

Notemos entonces algunos detalles adicionales acerca de los lazos y la relacién de
control indirecto: Si el sistema no es cerrado eficientemente, podria ocurrir que no sea
posible seguir la cadena de catalizaciones hacia atrds, es por esto que se ha introducido
este requerimiento. Es decir, la condicion de que todos los catalizadores sean generados
por el sistema responde a una necesidad para dar fundamento sélido a la matematica de la
demostracién, sin embargo no creemos que corresponda a una exigencia fuerte dentro del
mundo biolégico, pues la clausura eficiente es el caso para la mayoria de sistemas vivos
observados, al punto que segtin algunos autores es reconocidamente una de las propiedades
fundamentales para que un sistema se denomine vivo.

Otra observacién pertinente es que la condicién de ser reflexivo auto catalitico obliga
a que haya al menos tantos catalizadores como reacciones o que los catalizadores par-
ticipen como tales en mds de una reaccién, hecho comiin y conocido en biologia como
moonlightning (e.g. la piruvato carboxilasa).

Por otro lado, la relacién de control indirecto presenta propiedades novedosas bajo esta

luz:

» Es su propia clausura transitiva, es decir, es la relacién minimal que es cerrada sobre

K, transitiva y contiene a la relacién de control indirecto
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Esto abre la puerta al establecimiento de nuevas relaciones o representaciones del sistema
utilizando la reduccién transitiva, operacién que conserva la relacién de alcanzabilidad
entre los distintos nodos de un grafo. Esta puede ser una forma interesante de reducir la
complejidad el sistema en términos de sus relaciones internas, y al mismo tiempo mantener
un invariante de modo de simplificar el andlisis de dindmica. Ademd4s podria utilizarse
esta reduccién para analizar los distintos componentes de la dindmica, dando espacio a
una primera (y algo grosera) descomposicion. Otro caso en el que este tipo de relaciones
serfa interesante es si se lograse reemplazar las relaciones de control aqui planteadas por
funciones, pues en ese caso podrian emplearse teorfas més especificas como la teoria de
alegorias.

Ademds, si se consideran sélo los catalizadores que participan en lazos, la relacion

obtiene estas propiedades:
» Simétrica, es decirque A=EB& BE=A
» Reflexiva, es decir se cumple que A = A

Por lo tanto, la relacién de control indirecto se transforma en una relacién de equivalencia
entre los distintos elementos del lazo, donde todos los elementos de un mismo lazo perte-
necen a una clase de equivalencia, mientras que elementos pertenecientes a lazos distintos
corresponderfan a clases de equivalencia distintas, a no ser que estos lazos estuviesen
unidos formando un lazo adicional. Ademas la relacién de control indirecto en este caso
obtiene clausura simétrica y clausura reflexiva, lo cual abre la puerta a reducciones basadas
también en estas propiedades. Nuevamente, estas reducciones son interesantes pues quizas
permitirfan simplificar el andlisis del sistema. Ademds, aqui se puede empezar a plantear
la red metabdlica como una categoria (en particular, la relacién de control indirecto se
presta para una excelente comparacién con la estudiada categoria de caminos).

Por dltimo notaremos que los catalizadores que controlan indirectamente a elementos

100



de un lazo y que no forman parte de €l, deben formar parte de otro lazo, el cual en su
totalidad controla a los elementos del primer lazo. Esto permite establecer una jerarquia
de lazos basado en la cinética, que si bien se limita a términos de catalizadores, valdria la
pena explorar.

Si ahora nos enfocamos a la relacién existente entre los elementos (catalizadores) que
pertenecen a un lazo y aquellos que no, veremos que estos ltimos no controlan indirec-
tamente a elementos pertenecientes al lazo, mientras que en la direccién opuesta se da el
caso contrario. Esto revela que la relacién seria asimétrica, es decir, A = B = B = A.
Una relacién transitiva y asimétrica es un orden estricto. De esta forma podemos ordenar
las moléculas y asi formalizar la subordinacién del estado de los elementos exteriores al
lazo a la dindmica del lazo. Ademds, en términos de catalizadores, se indica que el la-
zo es suficiente para generar (en el sentido de conjuntos RAF) al resto del sistema. Esta

observacion nos lleva al siguiente teorema.

Teorema de la Hegemonia del Lazo

Notemos que del teorema anterior se desprende un corolario prometedor, cuyo alcance aitin

no medimos. Llamamos a la siguiente proposicién el teorema de la Hegemonia del Lazo.

Teorema 6 Todos los catalizadores de un cRA son controladas indirectamente por al me-

nos un lazo.

Demostracién Dado que el sistema es reflexivo auto catalitico, todas las reacciones con-
tenidas en €l deben ser catalizadas. Elijamos un catalizador cualesquiera y realicemos el
procedimiento utilizado en la demostracién anterior, notando que efectivamente llegamos
a algin lazo en algiin nimero de pasos finito, es decir, el catalizador, sea cual sea, con-
tiene a un lazo rio arriba y por lo tanto estd bajo control indirecto de todas las especies

pertenecientes a ese lazo. |}
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Corolario Todos los catalizadores de un cRAO son controladas indirectamente por al

menos un lazo.

Una curiosa consecuencia de este teorema es que si el sistema esta constituido por
reacciones mis alla del lazo, catalizadores pertenecientes a los lazos deben catalizar algu-
nas de estas reacciones. Esto lleva a la conclusién de que algunos catalizadores del lazo
tendrian que catalizar més de una reaccién.

La importancia de este teorema es que destaca el impacto que tiene la dindmica de
los lazos para el comportamiento del resto del sistema, debido a que indica que todas las
reacciones tienen su dindmica (indirectamente) subordinada a la dindmica de algin lazo.
Dicho de otra forma, la dindmica de todos los catalizadores y por lo tanto del sistema
en si esta fuertemente acoplada y posiblemente dominada por los lazos. Por este motivo
resultaria interesante conocer la dindmica de los lazos, los distintos regimenes en los que
pueden entrar y como los afectan perturbaciones. Esto nos conduce directamente al tercer

teorema.

Teorema de la Estabilidad del Lazo

El teorema que demostraremos a continuacién es la culminacién de este trabajo de tesis,
sin embargo lo consideramos sélo la punta del iceberg pues de seguro serd posible extender
estos resultados a otros tipos de sistemas y demostrar condiciones mas fuertes sobre los
sistemas cRAO. Este teorema se trata sobre la dindmica del lazo, en particular sobre el
vecindario de sus equilibrios.

Como se acaba de enunciar, la dindmica del lazo influye en el resto del sistema y no
asi en sentido contrario (al menos en lo que respecta a los catalizadores). Consideraremos
entonces un sistema constituido por un tnico lazo para simplificar el andlisis aunque los

resultados son ampliables a la existencia de mds lazos y otras reacciones. Este tipo de
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simplificaciones son cruciales puesto que las topologias de las redes de reaccién de los
sistemas vivos pueden ser arbitrariamente complejas. Veamos entonces que se puede decir
sobre las propiedades dindmicas del lazo de catalizaciones.

Estudiaremos un sistema con la topologia de la figura 17 sistema, en el cual tenemos
N catalizadores (C}), los cuales sufren degradacion de forma proporcional a su concen-
tracién. Bdsicamente esto indica que como la mayoria de las moléculas bioldgicas, tienen
una estabilidad dada y que en promedio, después de una vida media que depende de su
estabilidad, la mitad de los catalizadores se habrdn degradado. Estas moléculas catalizan
la reaccién de formacién del siguiente catalizador a partir de un sustrato S;, el cual se

mantiene constante. Esto forma entonces un tnico lazo de catalizaciones de largo N.

F 3
. - N
S——C——>
[
Y & .
So——»Cy——» |
) 4 » I3 |
Sg—O—»Cf—O0—>» |
v /
v f /
v L oz
Sa——»0)—<C

Figura 17: Sistema constituido dnicamente por un lazo de catalizaciones. Los catalizadores C;
se degradan o decaen de forma proporcional a su concentracion y los sustratos .S; se mantienen
constantes.

Consideremos que la dindmica de cada una de las reacciones involucradas en la red de
catalizaciones sigue Ley de Accién de Masas descrita en el capitulo 3. Dado que en este
caso consideramos a los catalizadores como parte misma del sistema (nuestra diferencia
principal con la mayoria de los andlisis dindmicos en biologia teérica) es necesario realizar

una modificacién a la férmula desarrollada anteriormente. En particular, plantearemos la

reaccién como si correspondiese a una reaccién trimolecular, por lo que las concentracio-
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nes C; podrian describirse en el tiempo de acuerdo a la siguiente ecuacién diferencial:

il k:SiCiq — kiCi X, (54)

Por lo tanto, la velocidad de las reacciones depende linealmente de la concentracion
de sus catalizadores. Ademds hemos obviado la reversibilidad de las reacciones pues la
concentracién de las moléculas al borde del sistema (acervos moleculares involucrados
en la parte reversible de las reacciones) se mantienen constantes, e incorporarlas no seria
mayor complicacidn que la de modificar k;. Realizaremos ahora un cambio de notacién

para hacer més explicito este hecho, reemplazaremos:

(53)

Bajo esta notacién, tanto a; como b; son positivos y el sistema queda escrito entonces:

0C;

=5Ci1 — a;C; (56)

Como es usual en el anilisis de sistemas metabdlicos, escribiremos este conjunto de
ecuaciones en términos de vectores y matrices, en particular el vector de concentracio-
nes de los catalizadores C' y la matriz J que contiene los coeficientes de las ecuaciones
diferenciales y corresponde al Jacobiano del sistema:

ac

gy 57
o ¢ &7
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con la matriz J siendo:

F —a 0 0 0 bl
by —ap 0 0 0
0 b —Q3 ... 0 0
g == 2 (58)
0 0 0 O I ¢ 0
0 0 0 bN —aN

Valores y Vectores Propios

En este momento invertiremos algo de tiempo en recordar y entender algunas propiedades
de los valores y vectores propios, pues las secciones que siguen hacen uso extenso de esta
materia. Los valores propios de una matriz A son nimeros (posiblemente complejos) que

tienen vectores propios v; asociados tales que se cumple la siguiente ecuacion:

A’Ui = )\i’Ui (59)

que también se suele escribir como

AU@' - /\{Ui ={ (60)

De aqui se obtiene una importantisima propiedad que indica que si A es un valor propio
de A entonces

(A— A =0 (61)

y por lo tanto

det(A—AI) =0 (62)
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Para una matriz A cualesquiera, se denomina J(A) al espectro de A, es decir, al con-
junto de sus valores propios A;. Para ayudar a la comprensién graficaremos los valores
propios en el plano de Argand o plano complejo, como se puede ver en la figura 18. Es
posible que exista un valor propio cuya magnitud sea superior a la de los demads valores
propios, en cuyo caso llamamos a este el valor propio dominante y hacemos referencia a

su magnitud como el radio espectral, anotandolo p(A):
p(4) = mix |\ 63)

En la figura 18 puede verse que el p(A) corresponde al radio del circulo mas pequefio

que incluye en su interior a todos los valores propios de A. A; es el valor propio dominante.

Im

A

Re

A
9
-

Az M

Figura 18: Plano de Argand con algunos valores propios reales y complejos dibujados. Visuali-
zar los valores propios en este plano permite entender sus movimientos y comprender a mayor
profundidad lo que sucede con el sistema bajo transformaciones que afectan a los valores propios.

Prestaremos especial atencién a dos elementos importantes del dlgebra lineal. El pri-
mero es el polinomio caracteristico, un polinomio asociado a matrices cuadradas que con-

tiene informacién relevante acerca de los valores propios de la matriz, su determinante y
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su traza. En particular el polinomio caracteristico para la matriz A se escribe

pa(A) = det(A — AJ) (64)

Con esto queda claro que las raices de p4 corresponden a los valores propios de A, por
lo que se puede desprender informacién relevante de estos iltimos a partir de p4, e.g., si
un valor propio de una matriz real tiene parte imaginaria, entonces su conjugado también
es valor propio. La segunda consecuencia de la ecuaci6n 62 es el teorema del corrimiento
espectral, que indica que sumar una matriz diagonal v/ a A corre los valores propios de

A en vy pues se puede ver que para la nueva matriz A + I se tiene:

det((A+~I) — AI) = det(A — (A — 7)) =0 (65)

donde A corresponde a los valores propios de la matriz sumada y (A —+) corresponde a los
valores propios de la matriz original. Por ello puede verse que la relacién entre los valores
propios de la matriz nueva pueden obtenerse sumando  a los valores propios de la matriz

antes de la suma. Esta relacién se ilustra en la figura 19.
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Figura 19: Teorema del corrimiento espectral. Si A; corresponden a los propiovalores de una matriz
A, entonces los propiovalores A’ de A" = A — ~I se disponen de igual forma pero corridos en .
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Finalmente en esta seccién quiero dar una interpretacion de lo que representan los
valores y vectores propios para el sistema biolégico en cuestién. Los valores y vectores
propios de una matriz estdn asociados a un cambio de base o de variables, de modo que
el estado del sistema podria expresarse no como una serie de concentraciones de meta-
bolitos, sino que como una serie de coordenadas generalizadas compuestas cada una por
combinaciones lineales de las concentraciones de los metabolitos. Los vectores propios
indican como debe componerse cada una de estas coordenadas generalizadas en funcién
de las concentraciones de metabolitos. Entonces, 1a evolucién temporal del sistema puede
comprenderse como cambios en estas coordenadas mas naturales del sistema; donde los
valores propios indican si las distintas coordenadas decaen, se mantienen invariantes o

crecen exponencialmente.

Dinamica del Lazo

Habiendo terminado el pequefio interludio algebraico, podemos proseguir con el andlisis
de nuestro sistema. A este sistema le pediremos tan s6lo una condicion adicional, y es que
tenga al menos un estado estacionario distinto del trivial. Es decir, que exista un vector de

concentraciones C* tal que:

%-?:JC’*:O,C’*#O (66)

Esta condicién implica directamente la existencia de un vector propio con valor propio
nulo, o dicho de otra forma, un kernel no nulo, lo que significa que existe un subespacio de
dimension al menos 1, en el cual el sistema se encuentra en equilibrio. Nos detendremos
ahora para estudiar el significado de esta condicion para poder justificar mis acabadamente
su existencia y posteriormente nos concentraremos en las propiedades de estos equilibrios.

Notemos en primera instancia que como el sistema es lineal, si no existe un valor
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propio nulo, no existen otros equilibrios mds que el trivial. Ademds los bordes del sistema
(cuando C; = 0) son repulsores ya que cuando el sistema se encuentra en su vecindario
tiende a alejarse. Esto se debe a que la ecuacion diferencial que gobierna la concentracién
de las moléculas, cuando

C;=0 (67)

entonces
oC;

=~ b,Ciq (68)

y como sabemos que b; y C;_; son magnitudes positivas, significa que la concentracién
de cualquier molécula, cuando es baja, tiende a subir. Por esto, es bastante claro que el
sistema, si no cumple con la condicién de un kernel no nulo, parece tener sélo dos destinos
posibles: Crecer infinitamente o decaer hacia el equilibrio en el origen, es decir, existen
tan s6lo dos subespacios invariantes los cuales generan el espacio de fase, el sub-espacio
estable £° y el sub-espacio inestable £*. Aqui debo al lector una explicacién del sentido
de los subespacios invariantes. Los subespacios invariantes son espacios vectoriales, o
sea, conjuntos de puntos o posiciones en el espacio de fase, que son generados por los
vectores propio del sistema y que por esto mismo las soluciones al sistema de ecuaciones
diferenciales que inicien en estos espacios, permanecen dentro de estos espacios, de alli
que se los llame invariantes. Este hecho es trivial ya que por los métodos que conocemos
para la resolucién de sisternas de ecuaciones diferenciales lineales homogéneas sabemos

que las soluciones C(t) tienen la siguiente forma:
N
Ci(t) =) me™* (69)
i=1

donde n; es una constante que mide la proyeccién de la condicién inicial sobre €l vector

propio i-€simo. En particular si la condicion inicial corresponde al espacio generado por
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s6lo uno de los vectores propios, el sistema evolucionard exponencialmente siguiendo
dentro de ese espacio y la tasa de crecimiento o decaimiento corresponderd al valor propio
asociado.

En general contaremos con posiciones iniciales que correspondan a una combinacién
lineal de los vectores propios del sistema, pero dado el principio de superposicién con el
que cumplen los sistemas lineales, es posible estudiar lo que sucederd con la componente
estable C* y la componente inestable C* de una solucién inicial. Las 6rbitas de estas

componentes tendran el siguiente comportamiento asintético:

t—o0 t—rco (70)

donde A\~ y At denotan los valores propios negativos y positivos respectivamente. Asi
queda en evidencia que si el sistema ha de decaer hacia el origen, debe hacerlo a través
de E* ya que de otra forma el comportamiento asintético de las soluciones obedece a los
modos de crecimiento exponencial. Es decir, el decaimiento del sistema hacia el origen
requiere la inexistencia de E" o la existencia de una drbita muy particular en la cual todas
las concentraciones disminuyen en la proporcién exacta de manera que todas las molécu-
las se extingan simultdneamente. Una ilustracion de los distintos factores y trayectorias
posibles se puede observar en los campos vectoriales de la figura 20. Notemos que para
sistemas como el que estamos analizando, la traza siempre es negativa por lo que asegura
la existencia de al menos un valor propio negativo. En el caso particular en la figura 20, ya
que se trata de un sistema de dimensién 2 (y dada la forma de la matriz), no hay espacio
para valores propios complejos, por lo que existen tan s6lo 3 combinaciones distintas para
los signos de los valores propios. Cabe destacar que el subespacio £*° generado por sélo
un valor propio no se aprecia pues el vector propio que le corresponde existe en regiones

del sistema que no tienen sentido, en particular en los cuadrantes Il y IV, por lo que aunque
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tengamos asegurada matemdticamente la existencia de estos subespacios, esto no implica

que sean posibilidades para el decaimiento efectivo del sistema.
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Figura 20: Distintos regimenes dindmicos para un sistema bidimensional que cumple con la forma
de nuestra matriz. También se ilustran las combinaciones de valores propios que los generan. Se
han marcado 6 trayectorias en cada diagrama para ayudar a la visualizacién. A: Ambos valores
propios son negativos, por lo que el origen es un atractor estable. B: Un valor propio nulo y uno
negativo, por lo que existe una recta de puntos de equilibrio estables. C: Un valor propio es negativo
y el otro es positivo, por lo que el sistema es inestable y crece exponencialmente.
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Estados estacionarios

Consideremos ahora que el sistema si cumple con la condicién impuesta por lo que tene-
mos un valor propio nulo, y recordando la conocidisima férmula para el determinante de

una matriz, tenemos que

N
det(J) = [N =0 (71)
i=1

Por otro lado, y considerando la elegante forma de esta matriz, es posible hacer un
arreglo inteligente de sus elementos para asi escribir el determinante en términos de los a;

y b; como sigue:

N N
det(J) = [[ai—[[oi =0 (72)
i=1

i=1
con lo que concluimos que si pedimos la existencia de estados estacionarios no triviales,

realmente estamos exigiendo que las medias geométricas de los a; y los b; coincidan:

N N
[Ta=]]% (73)
i=1 i=1

Estas constantes pueden entenderse como tasas de decaimiento o generacién medias.
En particular si observamos sélo el componente de decaimiento veremos que para cual-

quier molécula la ecuacién diferencial queda como

%, _

a —a; C,_.; (74)

cuya solucidn es el conocido decaimiento exponencial
Cz' = A (75)

permitiendo asi realizar una simple interpretacion de las constantes a;. Las constantes

b; pueden comprenderse de forma similar, pero esta vez teniendo en consideracidn que el
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elemento que genera el crecimiento exponencial, no es s mismo, sino que un catalizador
distinto, por lo tanto b; tiene el valor de ser una constante de acoplamiento que indica
cuanto aumenta el influjo o la generacién de una especie con respecto al estado de otra.
En vista de lo anterior, la condicién del kernel no nulo expresada en términos de las
constantes de acoplamiento parece indicar que el decaimiento del sistema debe balancear-
se o contrarestarse exactamente con los influjos causados por el sistema mismo. Notemos
que la condicién es tan s6lo sobre el producto de todas las constantes, esta condicién no
exige que el flujo de cada reacci6n se encuentre balanceado pero si se le pide al sistema un
balance generalizado. Veamos entonces porque habria de darse este balance. Para simpli-
ficar el argumento consideraremos que el decaimiento es independiente de cualquier otro
evento en nuestro universo, aunque no resulta muy complicado extendernos al caso en el
que esto no fuese asi. Consideremos inicialmente que el influjo es mayor al decaimiento,

por lo tanto:

N N
[Ta: <] (76)
i=1

i=1
En este caso el sistema estara creciendo, es decir, aumentando las concentraciones o masa
de las distintas moléculas. Con ello aumentara la tasa a la cual consume los sustratos S;,
los cuales hasta ahora hemos considerado constantes. Dado que ningin acervo molecular
es verdaderamente infinito, el sistema podr4 crecer sélo hasta que haga una merma efectiva
sobre los sustratos, momento en el cual S; tendria que empezar a disminuir, bajando asf el
valor de las constantes a; hasta equilibrar los flujos.

Consideremos ahora el caso contrario, cuando se tiene

N N
H a; > H bi (77)
i=1 i=1

En este caso el sistema tiene la muerte asegurada, ya que no hay suficientes sustratos

como para que alcance un estado estacionario distinto del origen. En el caso de los seres
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vivos existen sistemas auxiliares que “movilizarian” al organismo hasta zonas mds ade-
cuadas. Estos distintos regimenes pueden entenderse revisando nuevamente la figura 20,
donde los diagramas de fase muestran condiciones como las mencionadas aqui. En defi-
nitiva el futuro del sistema dependerd de los valores propios como se vio anteriormente, y
demostrar que las ecuaciones 77 y 76 implican la existencia de valores propios positivos o
su ausencia seria un paso interesante pero no importante en el estudio de estos sistemas. De
todas formas se puede esbozar una demostracién considerando el teorema del corrimiento
espectral: Si uno se encuentra en la condicién en la que existe un valor propio nulo, como
veremos a continuacion, esto implica que ése es el valor ubicado “méds a la derecha”. Una
disminucién de los valores de a; corre los valores propios hacia la izquierda, por lo que
pasarian a ser todos negativos, llevando al sistema a la muerte. Por otro lado, un pequefio
corrimiento de los a; hacia valores mds positivos corre el espectro del sistema hacia la de-
recha, generando inmediatamente un valor propio con parte real positiva. Si bien esta no
es una prueba rigurosa es un argumento suficientemente fuerte para nuestros propositos.
Hemos visto entonces como las constantes juegan un rol en la determinacién del tama-
fio relativo de los distintos subespacios y como parece cuerdo que en general los sistemas
vivos se encuentren con condiciones en la ecuacién 73 es efectivamente verdadera, por lo

que resulta interesante investigar ahora las propiedades de los equilibrios en el kernel de

"

Estabilidad de los Equilibrios

La pregunta principal sobre estos estados estacionarios no triviales es si acaso son esta-
bles, es decir, si acaso puntos arbitrariamente cercanos a €l (causados por perturbaciones
arbitrariamente pequefias) siguen érbitas que vuelven hacia el equilibrio. En general esta
pregunta se resuelve examinando los valores propios de .J ya que si todos estos tienen par-

te real negativa entonces el sistema es estable. Para iniciar nuestra investigacion sobre los
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valores propios del sistema veremos el polinomio caracteristico, un polinomio cuyas rai-

ces corresponden a los valores propios del sistema como se dijo anteriormente. En nuestro

caso este polinomio p; puede escribirse como:

ps(A) =det(J — AI) (78)

Esta nueva matriz queda de la siguiente forma:

EETE 0 0 by |
b —(aa + A) 0 0
J—= M = : : : : (79)
0 0 oo —(an-1+A) 0
i 0 0 by —(an +A) |

Utilizando el mismo ordenamiento que vimos en la ecuacién 72, obtenemos

N N

ps(A) = H(A +a;) — H bi (80)

=1 =1

y justamente por la ecuacién 73 podemos escribir

N N
ps(A) = H()\ +a;) — HG:; (81)
=1 i=1

py tiene una forma especial, pues corresponde a la productoria de términos con la for-
ma () +a;) menos una constante. Esta constante resulta ser justamente el término libre del
polinomio que resultaria tan solo de la productoria mencionada anteriormente. Este otro
polinomio tiene por raices exactamente a —a;, asi que si pudiese encontrarse una conexion
entre ambos polinomios seria provechoso. Otro hecho notable acerca de p; es que, por lo

dicho anteriormente, todos los términos no libres corresponden a la suma de los polino-
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mios simétricos de los elementos a;, por lo que los coeficientes del polinomio son reales
y positivos, particularidad que en combinacién con la regla de los signos de Descartes
resultard muy provechosa a continuacién. Una tltima nota que debe mencionarse es que
al eliminar el término libre de cualquier polinomio es posible factorizar por la variable
(eliminando la raiz (), asi disminuimos en uno el grado del polinomio y nos damos cuenta
de que O es una solucién simple, es decir, de multiplicidad 1.

Examinaremos ahora las raices del polinomio p; pues éstas constituyen los valores

propios de nuestro sistema:

N N

psN) =0=JJO0+a)-[]a (82)

i=1 =1

y por lo tanto
N

N
[To+a)-JJa=0 (83)
i

=1

Un punto importante a recordar aqui es que los valores propios A son nimeros com-
plejos, es decir, pueden tener una parte imaginaria no nula. De otra forma seria posible,
utilizando la regla de los signos de Descartes, demostrar instantdneamente que no exis-
ten valores propios positivos, es decir, contamos con el valor propio nulo que pedimos al
inicio y el resto serfan valores propios negativos. Mds adelante veremos como se puede
mostrar que en realidad los valores propios efectivamente tienen una parte imaginaria y
por lo tanto este razonamiento no nos es de utilidad.

A partir de la ecuacién 83 lo que se quiere demostrar es que las partes reales de IV — 1
raices del polinomio p; son negativas, pues sabemos que una de ellas es 0. Esta conjetura
puede demostrarse de al menos 3 formas distintas. Nosotros realizaremos dos demostra-
ciones pues una resulta increiblemente simple mientras que la otra es esclarecedora en
algunos aspectos, por lo que consideramos que ambas son valiosas, pero antes enunciare-

mos el teorema que pretendemos demostrar.
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Teorema 7 Si la dindmica de un lazo tiene estados estacionarios no triviales, estos son

atractores.

Tenemos en cuenta que estamos tratando por ahora con la dindmica de un lazo aislado,
sin embargo indicaremos posteriormente como el resto del sistema podria incorporarse en
la dindmica y como los resultados obtenidos aqui tienen sentido para sistemas cRAO de

complejidad arbitraria.
Demostracion Empezaremos con la ecuacion 83 reescrita de otra forma:

N

N
fed

i=1

A continuacidén tomaremos la norma de ambos lados de la ecuacién

TI +a)l = IHail (85)

i=1
y como se sabe que la norma es multiplicativa en C podemos escribir

N N

H|(A+ai)\ :H}aiﬁ (86)

i=1

Para el lado derecho de la ecuacién podemos eliminar la norma pues a; = |a;|. Para el

lado izquierdo reescribiremos de acuerdo a la definicién de norma para nimeros comple-

jos:
N N N
T vV#e(A + ai)® + Im(A + 0,)? = [ [ V/(Re(A) + a:)? + TJm(A)? = e @7
1=1 =1 =1

Como mencionamos anteriormente, el caso en el que A es real puede demostrarse
facilmente utilizando la regla de los signos de Descartes, por lo que consideremos aqui el

caso en el que )\ efectivamente tiene una parte imaginaria. En este caso Jm(A)? > 0 por
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lo que la unica forma de que la ecuacién 87 se siga manteniendo es que (Re(A) + a;)* <
(FRe(a;)?, lo cual s6lo ocurrird si Re(A) < 0. La vinica excepcidn es cuando A es real, caso

en el cual debe ser 0. |

Esta es una prueba répida que sirve a su propdsito: demostrar que la conjetura es cierta
y efectivamente los equilibrios del sistema son estables con excepcién de una direccion,
en la cual se encuentran infinitos equilibrios. Esta direccién corresponde al vector propio
cuyo valor propio es nulo. Ahora veamos otra demostracién que si bien puede resultar
m4s complicada, esclarece algunos aspectos a mayor profundidad, es decir, m4s alld de las
operaciones algebraicas. Para esta segunda demostracién nos permitiremos otro interludio

matematico.

Matrices No-Negativas y de Metzler

Para realizar la segunda demostracién del teorema de estabilidad del lazo necesitaremos
conocer las matrices no-negativas y su relacién con las matrices de Metzler. Las primeras
son definidas como matﬁces que contienen elementos reales no-negativos mientras que
las segundas, llamadas asf por el economista norteamericano Lloyd Metzler que las estu-
dio inicialmente, tienen la caracteristica de que todos sus elementos no pertenecientes a la
diagonal principal son no-negativos ' y al menos uno es positivo (para evitar el caso trivial
de la matriz 0). (Se recomienda revisar las sorprendentes propiedades de estas matrices
en (Mitkowski, 2008) y maés recientemente (Benvenuti y Farina, 2004)). Es notorio que
las matrices no-negativas son casos particulares de matrices de Metzler, ya que cuentan
con restricciones adicionales sobre los elementos de la diagonal. Ademads, podemos trans-
formar cualquier matriz no-negativas ex una matriz de Metzler restando a las primera-la
matriz diagonal +/, lo cual, como se vio en el interludio matemdtico anterior, tiene el efec-

to de correr el espectro en —. Por supuesto, podemos elegir un - suficientemente grande

!Esta propiedad hace que los bordes del sistema sean repulsores, como se argumento anteriormente.
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de modo que todos los elementos de la diagonal se tornen negativos.

Para las matrices no-negativas existe un teorema que asegura la existencia de un valor
propio real no-negativo conocido como €l valor propio de Perron-Frobenius, cuya magni-
tud es maxima, es decir, corresponde al radio espectral. Si bien su multiplicidad puede no
ser 1 y este valor puede no ser el inico con esa magnitud, es interesante saber que el valor
propio mas positivo de una matriz no-negativa reside en la recta real. Este teorema indica
que la disposicién de los valores propios de una matriz no-negativa es efectivamente como
el que se aprecia en la figura 18, en particular porque existe un valor propio sobre la recta
real que demarca la mdxima distancia a la cual pueden estar los demds valores propios del
origen. Para nosotros este teorema tiene implicancias fundamentales sobre las matrices de
Metzler, pues como hemos visto, podemos transformar una matriz no-negativa en una ma-
triz de Metzler con el uinico efecto de correr los valores propios hacia la izquierda, aunque
mantenemos la disposicién relativa de estos. Con estos elementos en mente, empecemos

la segunda demostracién.

Demostracién Considerese la matriz no-negativa P tal que P — v/ = J. Elegiremos una

matriz P tal que v = a,, = max; a;, es decir:

P=J+an, (88)

Como —a, es el elemento mds negativo en la diagonal de .J tenemos asegurado que en
la diagonal de P sé6lo habran Os y elementos positivos, asegurando que P es no-negativa.
Con esto hemos asegurado que el valor propio més a la derecha para J queda sobre la
recta real. Lo siguiente es utilizar al regla de los signos de Descartes para verificar que
no existen soluciones reales positivas para p.J, asi que la raiz real mas a la derecha debe
ser el 0 que pedimos como condicién. Esto implica que todos los valores propios de J se

encuentran a la izquierda de 0, es decir, su parte real es negativa. [ |
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Aqui debemos recalcar el llamativo hecho de que el valor que utilizamos para correr los
valores es a,,, 0 sea, la constante de decaimiento mayor de nuestro sistema. Considerando
que el 0 corresponde al valor propio de Perron-Frobenius en P, eso significa que todos los
valores propios de J se encuentran a lo mds a una distancia de a,, del punto (—a,y,, 0).

Esta demostracion parece un poco ecléctica pero nos permite observar no sélo la con-
figuracién de valores propios, sino que ademds nos permite entender que sucede con estos
bajo pequefias perturbaciones en la matriz. Es més, habiendo hecho explicita la relacién
entre nuestro sistema y las matrices de Metzler, las cuales ain son tema activo de inves-
tigacién, hemos trazado un puente de forma que cualquier resultado sobre estas matrices
podria tener impacto en el entendimiento de los sistemas biolégicos.

Como el lector se habra dado cuenta, estas son demostraciones de que un lazo (por lo
tanto quizas un sistema cRAQO) es estable. Estas demostraciones son basadas en argumen-
tos de clausura y no requieren matematicas avanzadas, al menos nada mas alld de cursos
de pregrado. Algo fundamental sobre el teorema que hemos demostrado aqui, sobre lo que
no se ha hecho el énfasis suficiente es que la estabilidad es independiente de las constan-
tes cinéticas de las reacciones involucradas en el lazo. Esto le da una generalidad bastante
amplia al teorema y permite utilizarlo como argumento sin necesidad de contar con los

detalles fisicoquimicos del sistema bajo anélisis.

Dinamica Sistémica

Dedicaremos lo que queda de este capitulo a fundamentar cémo es que la estabilidad del
lazo podria tener un impacto relevante en la dindmica sistémica al punto incluso de que el
lazo domine esta dindmica. Consideremos primero las distintas formas en las que un siste-
ma puede ser distinto de lazo que contiene. Un ejemplo es que el lazo controle moléculas

que no forman parte de €, caso en el cual la dindmica del lazo no se ve perturbada por
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esta molécula. Es facil ver que el lazo alcanzard su equilibrio, fijando las variables invo-
lucradas en la cinética de las moléculas dependientes. As, estas alcanzardn un equilibrio
entre su tasa de produccién (dada por el lazo y otros elementos) y su degradacién (dada
por su propia concentracién). Otro caso es el de moléculas que controlen al lazo pero no
scan parte de €l. Para estas moléculas hemos demostrado que forman parte de un lazo ain
mas grande, por lo que posiblemente encuentren estados estacionarios, transform4ndose
entonces en perturbaciones constantes, las cuales el lazo puede acomodar sin problemas.
Esto nos lleva al interesante fenémeno de tener las dindmicas de mas de un lazo inter-
actuando, situacién que probablemente (pero no formalmente demostrado) corresponda
a una dindmica similar a la un lazo dnico o una versién més restringida de este (donde
no todos los equilibrios estdn permitidos). Finalmente queda considerar interacciones no
lineales, muy comunes en biologia (activacién, inhibicién, fenémenos de cooperatividad e
incluso transiciones de fase o biestabilidad); caso que se hard mds claro con el argumento
algebraico que sigue a continuacién, el cual ademds nos ayudard a formalizar el resto de

las intuiciones aqui vertidas.

Variedades Invariantes

Hasta ahora hemos argumentado tres puntos sobre la condicién que pedimos para el ba-

lance de flujos:

= Considerando al lazo inmerso en un sistema mds grande, hay argumentos para pen-

sar que la condicién de equilibrio ocurrird
= Esta condicién genera una recta de equilibrios en el espacio de fases

» Estos equilibrios son estables
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Nos gustaria agregar algo de informacién a lo que ocurre en el espacio de fases cuando
se logra la condicién de balance de flujos. Como se puede apreciar en la figura 20, el espa-
cio de fases parece componerse de una serie de variedades invariantes. En particular, para
el caso de 2 dimensiones ilustrado, estas variedades son rectas. Si bien en mds dimensio-
nes las variedades podrian complicarse (e.g. por la aparicién de raices imaginarias), dada
la linealidad del sistema (y por lo tanto la invarianza de su Jacobiano en los distintos equi-
librios) el campo vectorial siempre conservard esta simetria alrededor del eje generado
por los equilibrios. Estas variedades invariantes corresponden a invariantes del sistema,
los cuales permiten caracterizar un estado, por ejemplo, si se conoce este invariante para
el sistema, puede predecirse hacia qué equilibrio tenderd. Para ilustrar este punto notemos
que es posible cambiar de coordenadas el sistema para escribir el Jacobiano en su forma

normal de Jordan, luego el sistema queda expresado como

Bul

2 =0

ot (89)
8'1143' s A

&8 -

es decir, existe una combinacién lineal de las concentraciones que se mantiene invariante
(la masa estequiomeétrica) y en general el resto de las combinaciones lineales se comportan
exponencialmente alrededor del equilibrio. Con exponencial nos referimos a que, dada la
forma de la matriz en el caso general donde los valores propios son simples, las soluciones
tenderdn a acercarse a los puntos de equilibrio ya sea siguiendo una exponencial (valores
propios reales) o una espiral (en el caso de valores propios complejos). Para ayudar a
entender esto se puede ver la figura 21, aunque este punto se verd mds a profundidad en la

siguiente seccion.

*si los valores propios no son simples, aparecen términos de acoplamiento entre las demds variables u;,
pero no es el caso para A = (.
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— Trayectorias EQ1
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— Equilibrios
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Figura 21: Campo vectorial para un sistema en tres dimensiones. Se puede ver la recta de equi-
librios y una serie de trayectorias que convergen a distintos equilibrios. Es evidente que estas tra-
yectorias (aparentemente curvas, pues corresponden a valores propios complejos) se ubican sobre
un plano, el cual dado un cambio de variables adecuado se transforma en una recta.

Por otro lado el tener invariantes permite orientar las mediciones que uno realiza, re-
ducir la dimension del sistema, o incluso caracterizarlo de acuerdo a este invariante... Una
forma alternativa de ver estas variedades es como restricciones que el sistema siempre debe
cumplir. Curiosamente este punto fue someramente investigado por Rosen, quien nombré

a este tipo de sistemas, sistemas cerrados, pues uno puede plantear que el invariante tiene

la forma:

n

501+ 80+ ... = Z s;C; =0 (90)

2

y por lo tanto podria decirse que el sistema mantiene su masa, 0 se comporta estequiométri-
camente, siendo s; los coeficientes estequiométricos de transformacién entre una especie
molecular y otra. Para mds detalles se puede consultar la obra de Rosen o especificamente

estos trabajos: Hearon (1953); Hyver (1972).
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Finalmente tenemos que, como estas variedades son parte del comportamiento lineal
del sistema, para perturbaciones no lineales de todas formas podemos asegurar que en la
vecindad de los equilibrios el sistema presentard estas invariantes. Esto se debe a que como
es sabido en el campo de los sistemas dindmicos, las contribuciones més importantes en

un vecindario de tamafio arbitrario de los equilibrios proviene de los términos lineales.

Teoria de la Variedad Central

Nos queda mencionar un tltimo conjunto de teoremas, relevantes para entender el alcance
de los resultados aqui derivados. La teoria de la variedad central, conformada por tres
teoremas, nos ayudard a formalizar la intuicién de que la estabilidad del lazo podria ser
una propiedad contagiosa. Para entender hacia adonde apunta esta teoria es necesario
recordar que un sistema no-lineal puede estudiarse cualitativamente en la cercania de sus
equilibrios linearizdndolo. Este procedimiento consiste en observar el comportamiento de
un sistema en el vecindario de un equilibrio considerando que el sistema es en realidad

lineal. Para entender esto, consideremos el siguiente sistema:

% - ) o1
con el equilibrio z*, es decir
FlE") =0 (92)

Para hacer una buena aproximacién lineal de un sistema se lo reescribe de la siguiente
forma:

— = Az (93)
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donde A corresponderia al jacobiano del sistema evaluado en el equilibrio, es decir

o,
A= ==(z") 94)

Entonces pueden estudiarse los valores y vectores propios de A, los cuales generan tres
subespacios: El subespacio estable y el inestable que se mencionaron anteriormente y el
subespacio central. La teoria de la linearizacion asegura que para el sistema no lineal,
las variedades estable, inestable y central son tangentes (en el equilibrio) a las varieda-
des estable, inestable y central del sistema lineal. La teoria de la variedad central provee
justificaciones rigurosas de porque entonces es valido reducir el sistema al estudio de la
variedad central del sistema lineal. Veremos a continuacion las condiciones necesarias y

los tres teoremas de esta teoria, ademds de su pertinencia para nuestro andlisis.

Condiciones

La teoria de la variedad central puede aplicarse a sistemas como el siguiente:

T = Az + f(z,y) &

y = By + g(z,y)

con A y B matrices tales que todos los valores propios de A tienen parte real nula
y todos los valores propios de B tienen parte real negativa y f y g funciones diferen-
ciables dos veces que ademds cumplen con f(0,0) = 0, f/(0,0) = 0, g(0,0) = 0y
¢'(0,0) = 0. Es decir, sistemas que tienen componentes lineales atractores o de equili-
brio como nuestro sistema. Dada la discusién anterior puede entenderse que bajo estas
condiciones, todo componente de una solucién que no corresponda al subespacio central

corresponde al subespacio estable (pues solo hay valores propios con parte real negativa
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o nula) y estos tltimos tenderdn a desaparecer con el avance del tiempo, como también se
vio anteriormente, quedando limitados asi a comportamientos transientes.

Para nuestro caso, como se vio en la ecuacién 89, es posible escribir el Jacobiano de
nuestro sistema en su forma candnica de Jordan y obtener un cambio de variables que
cumple con la forma de la ecuacién 95. Ademds aqui veremos un camino més detallado
para entender porqué es posible expresar el sistema asi. Consideremos primero el teorema
de Schur que asegura (y provee constructivamente) la existencia de una descomposicién

de cualquier matriz cuadrada en un producto de la forma
A=QTQ™! (96)

donde () es una matriz unitaria y 7" es una matriz triangular superior. Dado que esto indica
que A y T son similares, se puede afirmar que tienen los mismos valores propios y por
esto mismo, que ios elementos de la diagonal de T corresponden a los valores propios de
A. De esta forma podemos escribir nuestra matriz J después del cambio de base 77 con

esta forma:

I =Ty = A3 X X : (97)

_ Y

notando que ya hemos hecho explicito el hecho de que uno de los valores propios es efec-

tivamente nulo. Asi, recordando la ecuacién 57, las nuevas variables S; (que corresponden

a combinaciones lineales de C; describen nuestro sistema dindmico como:

s

e B 8
5 15 (98)
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con el claro caso de S; que se puede escribir como:

S; = 05; + f(S1, Sr) (99)

y el resto de las variables pudiéndose escribir como:

S; = MiS; +g(51,5) (100)

con f y g por ahora siendo funciones lineales. Es evidente que el sistema, descrito bajo
esta transformacién lineal, cumple con los requisitos para ser estudiado por la teoria de
la variedad central. Ademds, si bien por ahora hemos mantenido f y g como funciones
lineales, esto no tiene porqué ser asi y una forma factible de incorporar el resto de las
reacciones del sistema a la descripcion matricial seria agregando esos términos a las fun-
ciones f y g. Por otro lado, al establecer este vinculo entre la teorfa de la variedad central y
los lazos de catalizaciones, permitimos que cualquier avance en esta teoria se traduzca en
resultados para el estudio de sistemas con lazos. Veamos entonces, qué es lo que la teoria

de la variedad central nos puede aportar.

Primer teorema

El primer teorema es un teorema de existencia de la variedad central que ademas la ca-
racteriza, relacionando su flujo con la ecuacion que involucra a la matriz con valor propio
nulo.

Para sistemas del tipo 95, existe una variedad central y = h(z), |z| < 0, con h dos veces

diferenciable. El flujo de esta variedad estd gobernado por el sistema n-dimensional

i = Au+ flu, h{w)) (101)
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Tener el flujo de la variedad central es sumamente relevante pues en conjunto con
el siguiente teorema tendremos que es posible conocer el comportamiento asintético de
soluciones pequeiias del sistema 95. Ademads de resaltar lo importante del modo corres-
pondiente al valor propio nulo (pues son sus términos no lineales los que sobreviven), este
teorema nos deja entreveer que toda la informacién necesaria para estudiar el sistema estd

contenida en la ecuacion 101.

Segundo teorema

Este teorema indica que las soluciones para el origen de la ecuacién 101 dictaminan el
comportamiento de las soluciones en el origen para sistemas como los de la ecuacion 95
y reza asi:

(a) Sea la solucion en el origen para el sistema 101 estable (asintéticamente estable)
(inestable), entonces la solucion en el origen para el sistema 95 es estable (asintoticamen-
te estable) (inestable)

(b) Sea la solucion en el origen para el sistema 101 estable y sea (z(t),y(t)) una
solucion para 95 con z(0),y(0) suficientemente pequefia. Entonces existe una solucion
u(t) para 101 tal que si t — oo,

z(t) = u(t) + Oe™™)
(102)

y(t) = h(u(t)) + O(e™™)

con v > ( una constante.
Como puede verse, conforme ¢ — oo los componentes no pertenecientes al espacio
central se desvanecen exponencialmente. Para encontrar h(z), la variedad central, se puede

reemplazar en la segunda ecuacién de 95:

k' (z)[Az + f(z, h(z))] = Bh(z) + g(z, h(z)) (103)
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Pero resolver este sistemna es en general dificil, sin embargo el teorema que sigue indica
como pueden obtenerse aproximaciones arbitrariamente precisas para h(x).

El gran aporte de este teorema es demostrar que efectivamente es la variedad corres-
pondiente al espacio propio nulo la que domina el comportamiento del sistema. Dicho
de otra forma, podemos reducir la dimension del andlisis de N a 1, que corresponde a la

dimension de la variedad central.

Tercer teorema

Este teorema manifiesta que es posible aproximar la variedad central, al menos en prin-
cipio, a cualquier grado de precisién, por lo tanto quita el impedimento, al menos dentro
de cierto orden de precision, de tener que encontrar la variedad central explicitamente.

Definamos primeramente una funcién de error M para una aproximacion ¢:
My(z) = ¢'(2)[Az + f(z, ¢(z))] — Bé(z) — 9(z, ¢(z)) (104)

evidentemente M; = 0. El tercer teorema puede enunciarse entonces:

Sea ¢ una funcién una vez diferenciable con ¢(0) = 0y ¢'(0) = 0. Supongamos que
siz — 0, My(x) = O(|z|?) con q > 1. Entonces si x — 0, |h(z) — ¢(z)| = O(|z|?)

Esto indica que el error de una aproximacién que cumpla con las condiciones exigidas,
al menos en un vecindario del origen, corresponde a una potencia de z. Es decir, podemos
aproximar h(z) como un polinomio, y mientras mayor sea el grado de este polinomio,

menor serd el error de nuestra aproximacion.

Significancia

En definitiva, esta teoria marca una forma en la que los resultados obtenidos para el lazo

pueden extenderse al resto del sistema, es decir, introducir en la descripcién matricial las
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moléculas que no forman parte del lazo y que se han omitido hasta ahora. Si bien hay
otros resultados que también serdn ttiles en este camino, la teoria de la variedad central
tiene a su favor que nos permite encapsular las no linealidades y otras interacciones en
las funciones genéricas f y g, y por lo tanto trabajar con sistemas mds complejos. En
este contexto, la teoria de la variedad central parece no decirnos mucho atin, pero este se
debe esencialmente a que nuestro sistema corresponde efectivamente al sistema al cual se
reducirfa un sistema no lineal cuando se le aplica esta teoria '.

Otro aspecto valioso de esta teoria es que nos permite evaluar cuando ocurrirdn bifur-
caciones en los regimenes, lo cual provee informacién acerca de los puntos criticos del
sistema y en el contexto de los sistemas biol6gicos permitiria entender fenémenos como
la biestabilidad o el comportamiento mas bien discreto o catastrdfico (en contraposicion
con continuo) de algunos fenémenos bioldgicos. Es mads, la teoria puede extenderse para
considerar valores propios positivos, sin embargo esa discusion escapa a los limites de esta
tesis.

Para concluir con esta seccion es importante notar que si bien la teoria de la variedad
central se ha planteado en referencia al equilibrio del origen, lo dicho aqui es valido pa-
ra todos los equilibrios del sistema, pues el campo vectorial es esencialmente simétrico
respecto del vector propio cuyo valor propio es nulo. Esta propiedad se desprende de la

naturaleza lineal del sistema.

Mas alla del Lazo

Hasta el momento, este capitulo se ha centrado en el lazo de catalizaciones presente en los
sistemas de nuestro interés. Habiendo demostrado que siempre existe al menos un lazo en

estos sistemas y posteriormente habiendo derivado teoremas acerca de la estabilidad de

'Si recordamos la forma canénica de Jordan para J, se tiene que en general si el sistema es lineal
f(z,y) = g(z,y) =0

130



los estados estacionarios del 1azo, es hora de reconocer que todo el anlisis de la dindmica
ha ignorado completamente lo que denominamos el resto del sistema, arguyendo que la
dindmica del sistema completo esta supeditada al comportamiento del lazo. Una pregunta
razonable es, qué tan vélido es este razonamiento? O hilando més fino atin, bajo qué cir-
cunstancias esta permitido descartar el comportamiento dindmico del resto del sistema? Si
bien no existe una tnica respuesta, aqui hemos mencionado la teorfa de la variedad cen-
tral como una herramienta para extender los argumentos de estabilidad del lazo al sistema
entero y justificar, con cierto nivel de rigor, porqué podria considerarse que el lazo provee
estabilidad al sistema.

Otra ruta que valdria la pena explorar es realizar descomposiciones o simplificaciones
al sistema, de manera de demostrar que la dindmica de sistemas complejos puede redu-
cirse a la de sistemas mds pequefios, idealmente, al lazo mismo. En esta direcci6n existen
resultados, tanto desde la teoria de grafos, como de formalismos para redes bioquimicas,
hasta enfoques principalmente dindmicos, e incluso en esta tesis se sugieren algunos ca-
minos abiertos, sin embargo la cantidad de opciones distintas las hace inabordables dentro
de los confines de este trabajo.

Nuestra apuesta es que la estabilidad conferida por el (los) lazo (s) de un sistema
es lo que le provee perdurabilidad en el tiempo a los sistemas que realizan el modelo
autopoiético. En otras palabras, contener un lazo permite al sistema interactuar con un
ambiente perturbativo sin ser destruido ni comprometer su organizacion, los cual es una
propiedad fundamental de los seres vivos. Es mds, el lazo como mecanismo estabilizador
podria ser el centro mismo de la increible plasticidad que exhiben los organismos, pues
permite modificaciones a la estructura ! manteniendo la organizaci6n 2.

Quiero hacer hincapié en que este iltimo punto abarca las escalas mds diversas, por

'aqui vagamente definida como componentes y/o relaciones entre componentes que realizan una orga-
nizacién

Zentiéndase por organizacién la macro-arquitectura de la red de reacciones que componen en sistema;
en nuestro caso en particular, lo que identifica a los organismos vivos como pertenccientes a la clase cRAO
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lo que el lazo, con su dindmica estabilizadora, podria sustentar fenémenos biolégicos a
escalas muy diversas, desde el metabolismo hasta la ecologia y desde la sobrevivencia a
una perturbacién hasta la evolucién biol6gica, pero los alcances reales de este punto de

vista por ahora no son claros y estas declaraciones son de naturaleza especulativa.
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Aplicaciones

En este capitulo se mostrard c6mo los resultados del capitulo anterior pueden traducirse
a un entendimiento mas profundo de los sistemas bioldgicos. Empezaremos con simula-
ciones que ilustren el comportamiento de un lazo y un sistema estructuralmente similar,
luego veremos un caso pedagégico, y finalmente veremos la aplicacién del lazo a sistemas

celulares.

Cadena y Lazo de Catalizaciones

Dado que el propésito central de este capitulo es ilustrar como es que el lazo podria estabi-
lizar o brindar adaptabilidad al sistema en el cual esta imbuido, dedicaremos esta seccion a
entender cualitativamente la dindmica de un lazo y un sistema estructuralmente muy simi-
lar pero que no consiste de un lazo. La estructura general de los sistemas que simularemos
se puede ver en la figura 22 y particularmente trabajaremos con el caso de 2 dimensiones
para poder graficar los campos vectoriales. Las ecuaciones diferenciales que se integrardn

para llevar a cabo esta simulacién corresponden a

: 1 1
8;31 _ %, (105)
¢ 0,5 —0,5
para el sistema con lazo y
. 1 0 0,5
? _ C+ (106)
¢ 05 —05 0

para la cadena de catalizaciones sin lazo.
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Figura 22: Diagrama de dos estructuras de control distintas. A Una cadena de catalizaciones en la
cual no hay un ciclo de control. B Un lazo de catalizaciones en el cual el tiltimo elemento controla
al primero formando un ciclo.

Podemos comprobar que en la ecuacién 105 el determinante es nulo, por lo que existe
un vector propio nulo (cuyo espacio generado se nota en la diagonal que cruza la figura
23). Ademds, como se predijo, esta diagonal (que corresponde al invariante de la variedad
central) es atractora. Es decir el sistema contiene una infinitud de puntos de equilibrio
estable distintos.

En el segundo caso, donde hemos desacoplado la generacién del C de la concen-
tracién de Cy (por eso existe un componente lineal y uno constante), podemos calcular
rdpidamente que el sistema estard en equilibrio s6lo en el punto (0,5 0,5). Si linearizamos
el sistema en este punto, dado que el Jacobiano es triangular inferior, es trivial demostrar
que este equilibrio tnico es estable. Esto trae como consecuencia que sin importar las per-
turbaciones que afecten al sistema, este vuelve siempre al mismo punto, incluso si se lleva
al sistema al origen!

Un simple argumento heuristico puede ayudar a iluminar este segundo caso mds alla
del dlgebra. Consideremos que el sistema inicia en un estado inicial arbitrario. Dado que
en este caso la concentracién de C esta controlada dnicamente por su tasa de entrada y

salida, siendo la primera fija y la segunda monétona creciente con la cantidad de C, es
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Figura 23: Campo vectorial de un sistema que contiene un lazo. Puede apreciarse una recta de
infinitos equilibrios atractores correspondientes al kernel.

evidente que se llegaré a un equilibrio tinico de la siguiente forma:

%:04:» —C1+05=0 < 05=0C (107)

Una vez este equilibrio es alcanzado, lo mismo ocurrird para Cy, pues ahora la entrada
es fija (ya que depende de C y de otros términos constantes) y por lo tanto también
encontrard una concentracién de equilibrio. Siguiendo este argumento puede verse que
existe un equilibrio estable que ademds es atractor global (todas las trayectorias tienden
en el infinito a él) para el sistema (independiente de su dimensién). Como el equilibrio es
tinico, el comportamiento exhibido por este sistema es, independiente de las condiciones
iniciales o perturbaciones, el de volver a este punto de equilibrio. Un comportamiento tan
reducido es cualitativamente opuesto al exhibido por el sistema con lazo y dandole un

sentido sistémico, no puede acomodar perturbaciones ni “aprender” o adaptarse pues su
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Figura 24: Campo vectorial de un sistema estructuralmente similar a un lazo, pero se ha eliminado
una reaccién. Puede apreciarse una tnico punto de equilibrio atractor, exhibiendo por lo tanto un
comportamiento asintético mds simple y limitado.

tinico modo de lidiar con perturbaciones es disiparlas. Esta falta de histéresis es inusual en
los sistemas biolégicos y probablemente lleva asociada una gran fragilidad estructural, por
lo que consideramos este tipo de estructura poco relevante para la biologia. Otro elemento
que demuestra que este tipo de sistemas son en realidad impracticables es que la primera

reaccion no es catalizada, por lo cual es de esperarse que ocurra a tasas bastante inferiores

comparada con las del resto del sistema, limitando asi el tamafio de éste.

Un caso pedagogico

Como primera aplicacion estudiaremos un sistema simple, casi minimal, que podria en-
tenderse como un metabolismo abstracto. El sistema tiene la estructura que se ve en la

figura 25 y pueden distinguirse de entre sus componentes un par de catalizadores que es-
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tan efectivamente formando un lazo pues C; - C; F (. De hecho, este sistema es un
sistema RAF, ademads es un sistema RAO (recordemos que estas dos condiciones no son

excluyentes) e incluso un cRAO.

Figura 25: Ejemplo de sistema RAF y cRAO a la vez. Los elementos del conjunto ' son incor-
porados al sistemna hacia el metabolito abstracto M. M es transformado por los catalizadores C7 y
(9 en si mismos y en un par de catalizadores mds, 5, ¥ Tpu: los cuales catalizan las reacciones de
influjo y eflujo de masa hacia y desde el sistema. Ademads, todos los componentes del sistema, con
excepcion de M, tienen reacciones catalizadas que los transforman en W, un metabolito de salida.
Puede observarse un lazo de catalizaciones formado por C; y Cs.

Como podemos notar de la figura 25, las moléculas T;, vy T,y controlan los flujos de
entrada y salida del sistema. Las moléculas C; y C; conforman un lazo como se mencioné
anteriormente. Ni M ni W controlan molécula alguna (no son catalizadores), por lo que
se descarta su participacion en lazos. todas las moléculas del sistema pueden generarse a
partir de 1a molécula F’ (la cual, por si sola, constituye el conjunto F'). Con esto podemos
ver que el sistema es F'-generado. Por otro lado, es evidente que todas las reacciones son
catalizadas por componentes del sistema, de lo que se desprende que el sistema es reflexivo

auto catalitico y tiene clausura eficiente. En este sistema ademds hemos incluido que las
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reacciones de degradacién sean catalizadas.

Primeras Simulaciones

Para poner a prueba la idea de que el lazo es un elemento estabilizador, que provee adap-

tabilidad y sobre todo necesario para la existencia de estados estacionarios no triviales,

realizamos simulaciones numéricas de este sistema simple con y sin la dindmica del la-

zo. Para simular la condicién sin lazo pero mantener la esencia estructural del sistema,

fijamos las concentraciones de los catalizadores eliminando las reacciones de formacién

y degradacién de estas moléculas. Las simulaciones consideraron un modelo cinético de

accion de masas como se ha descrito anteriormente en esta tesis, es decir, para reacciones

del tipo:

81+ 8y + e =3 Py + Dy F e > Wy + Wy

se utiliz6 ecuaciones diferenciales de este tipo:

d[pk] ka[e1] H 8] — kalco] Hij]

Asi el sistema entero puede describirse como:

oM
% = kinTin — M[Cy1(krin + kc2) + Co(krou: + kc1))
agin = k?Tz'nM Cl = k;inﬂnCQ
i -
"_ét_t = kroutMCa — kroutToutCo
aC! ~
5—; = ke1 MCy — k1 C1Cs
oC. -
—a?g = kC:zMCl = kc20102
oW - - - - -
_B—t_ = CZ [Cl(kCQ B3 kCl) 5 kToutTout + kTinTin] = kcruz-[mm
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Las ventajas de simular sistemas relativamente simples son que permiten entender lo
que ocurre, las concentraciones pueden graficarse sin mucho problema y no hay un gran

nimero de pardmetros a considerar. Los resultados de estas simulaciones se encuentran en

las figuras 26 y 27.
L= ] M
, = Tin, Tout, C1, C2
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Figura 26: Dindmica del sistema simple con lazo. El sistema alcanza un estado estacionario no tri-
vial. Las concentraciones de los distintos metabolitos varian en armonia, ajustdndose mutuamente
hasta encontrar un estado estacionario.

El efecto que tiene la dindmica del lazo es notorio y decidor: Si se interrumpe el la-
zo de catalizaciones el sistema tiende al origen, es decir, se degrada hasta desaparecer.
Observando detalladamente el caso con lazo podemos ver que para obtener un estado
estacionario no-trivial estable es necesario que las concentraciones de los catalizadores
disminuyan cuando lo hacen el resto de las moléculas, caso contrario la tasa de destruc-
cién de estas otras moléculas T, v T,,;: excede la tasa de generacion y el sistema termina
por colapsar. Aqui queda en plena evidencia que el lazo, junto con su cinética estabiliza-
dora es una fuente de plasticidad o adaptabilidad, sin la cual los sistemas no pueden lidiar
con perturbaciones o condiciones iniciales fuera de algin punto de equilibrio (pues estos

son inestables). Para insistir sobre este punto realizamos muiiltiples simulaciones utilizando
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Figura 27: Dindmica del sistema simple sin el lazo. A pesar de que las concentraciones de C7 y
C> se mantienen constantes y no nulas, puede verse como el sistema llega a un equilibrio en el
cual el sistema se desvanece, dejando en evidencia que no sélo es necesario contar con la accién
de los catalizadores, sino que la dindmica que estos siguen juega un rol fundamental pues proveen
de estabilidad a equilibrios no triviales.

distintas posiciones iniciales, obteniendo cada vez resultados similares como puede verse
en la figura 28.
Un examen analitico de la condicién de equilibrio realizado con el software Mathematica(r)

indica que existe un Unico punto fijo que corresponde al siguiente estado:

Fke, k% kinkr,,

e = ke, ET;-n (ke ke, ('EC& + JI_CCQ) + ke, TC@ kr,, + E'Cl ke,kr,..)
Cr = - _ _ Fk%ikg'zkmknn_ )
ko ke, kr,, (ke ko, (ke, + ke,) + ko ke, kr,, + keikeybr,.,)
Cy =+ _ Fkokekinkr,
kr, (ke ke, (ke, + ke,) + k_c] ke, kr,, + ke, ko kr,,.) (111
7 F:IC%-1 k‘%«zk‘mk%n

™ ke, k2, k2, (keike,(ko, + ke,) + keykeykr, + ko ke, k)
T* - FE‘GI E:C?. Kin k:Tin KTyt
ot Eﬂn ETaut (kcz kCz_(kCl ol Jt'TC'z) + kCl kCz kTm + kC’l kC':: anua )
- Fk%’] k%‘z kin kTin thﬂu!

k‘él .’CQCQ Koutkr, k1,
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Figura 28: Miiltiples simulaciones del sistema simple con lazo. El sistema alcanza siempre el
mismo estado estacionario no trivial, independiente de las condiciones iniciales.

Notemos que este punto existe y es no-trivial mientras las constantes y concentraciones
involucradas sean positivas, condicién que tenemos asegurada. Si bien no corresponde a
una serie de estados de equilibrio como esperdbamos para el lazo, esto es explicable con-
siderando que los elementos fuera del lazo introducen restricciones adicionales ya que el
equilibrio del resto de las especies es mds fragil, pues al estar fuera del lazo no tienen una
dindmica acomodadora fuerte. Es 1lamativo que el sistema tienda siempre a este punto de
equilibrio, por lo que decidimos estudiar los valores propios del Jacobiano en el equili-
brio. Dada la alta dimensionalidad del sistema, decidimos incluir primero una restriccion
adicional:

kC1 = k'CQ = ;:Tm = Efout — E‘Cl = ICCQ = 1 (112)
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que nos permite, con agradable sorpresa escribir los valores propios asi:

Al ——a FkinkT.-n

Fkinkr,,
Ay =—
kT’.in + kTau: + 2
o Fkinkr,,
3 B k’-rrrl + anut + 2
Pk, (113)
T kTin + k‘-Taut + 2
Fkinkr,
As = — &
]{,‘T‘.u + /{.‘Tam +2
N 2= F kinko'utk’l"in kTom
6 = —

kT'l;ﬂ. + kTOut + 2

Es trivial ver que dadas las definiciones de nuestras constantes y de F', el equilibrio resulta
siempre estable, lo que indica que podemos mover libremente F, ki, kout, bz, ¥ k1, SID
perturbar la estabilidad del sistema. Finalmente, llevaremos a cabo un anélisis de bifurca-
cion, en el cual examinaremos el efecto que tiene sobre la estabilidad del sistema cambiar
dos pardmetros a la vez, para tener una idea de cudl es la superficie (I 1-dimensional) de
estabilidad del equilibrio. Estos resultados se resumen en la figura 29. Para construir esta
figura realizamos la simulacidn cinética anterior con una combinacién amplia de pardme-
tros y observamos si acaso el sistema tendifa a un régimen estable como el de la figura 26
o por el contrario, tendia a desaparecer como en la figura 27.

Puede verse que en general el sistema es bastante robusto frente a elecciones de cons-
tantes cinéticas. Para poner a prueba nuestra hipétesis de que el lazo confiere estabilidad,
también realizamos este andlisis con el sistema sin lazo. Este resultado es impactante por
su contraste: Si bien €l sistema con lazo es estable para la mayoria de las combinaciones,
para el sistema sin lazo no se pudo encontrar un punto en el cual el sistema sobrevivie-
se. Esto explica que en la figura 29 sélo se muestren los resultados para el primer caso.

Del estudio de esta figura se desprende una conclusién adicional, y es que el sistema de-
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Figura 29: Anilisis de bifurcacién para el sistema cRAO. Se realizaron simulaciones con distin-
tas combinaciones de las constantes cinéticas y se determiné si el sistema encontraba un estado
estacionario no trivial (verde) o decaia hasta desaparecer (rojo). El panorama para la mayoria de
las combinaciones se parece al caso k.o vs. ke y por eso no fue incluido aqui excepto con la no-
table excepcidn de los grificos que involucran k.o indicando que este pardmetro debe ser tratado
con precaucion. Esto probablemente sigue de que C es el catalizador degradador para la mayoria
de las moléculas. Este mismo andlisis para el sistema sin lazo muestra que no existen zonas de

estabilidad.

be guardar ciertas proporciones entre las constantes como era de esperarse. Esto podria
corresponder tanto al requerimiento de que el lazo tenga un determinante nulo (y por lo
tanto el equilibrio corresponda al equilibrio generado por el lazo) como podria responder

a restricciones adicionales que imponen las moléculas fuera del lazo.
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Viendo lo fructifero que es este sistema como modelo de estudio decidimos realizar

mds perturbaciones sobre €l, a modo de profundizar nuestro entendimiento y cimentar

nuestras intuiciones. A continuacién presentamos este analisis.

Otras modificaciones

En esta seccidn eliminamos o agregamos distintos conjuntos de reacciones que cambian el
caracter del sistema presentado en la secci6n anterior. También se presentan simulaciones
representativas y andlisis algebraicos aunque sin mucho detalle metodolégico (estos pue-
den revisarse en (Kreyssig y cols., 2012)). Realizaremos las siguientes 5 modificaciones

ademds del caso que ya estudiamos anteriormente:

1. Sistema original

2. Ciclo abierto (sin retroalimentacién), se elimina la transformacién C), en Cy
3. Ciclo reversible (la reacciones se hacen reversibles)

4. Ciclo abierto reversible (2 y 3 juntos)

5. Ciclo reversible excepto por una reaccién

6. Ciclo abierto reversible excepto por una reaccién (2 y 5 juntos)

Los resultados de simulaciones representativas se presentan en la figura 30.

Se probaron distintas tasas de reaccién para las reacciones reversibles y se encontré
que no tenian un efecto apreciable en los resultados (siempre y cuando las reacciones se
mantuviesen equilibradas hacia los productos). Es aparente que en todos los sistemas en
los que se elimina el lazo (ciclos abiertos) el sistema decae, mientras que los sistemas
que conservan el ciclo intacto son capaces de acomodar distintas situaciones, reforzando

una vez mas el punto de esta tesis. Ademds es posible decir que (dado un andlisis en
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Figura 30: Simulaciones de sistemas estructuralmente similares. Todas las tasas de reaccién valen
1, excepto las reacciones reversas, que valen 0.1. Los sistemas que conservan el lazo de cataliza-
ciones son estables en el tiempo y se acomodan a distintas situaciones. Los sistemas en los que se
abre el ciclo decaen inevitablemente.
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términos de organizaciones) no existen puntos fijos para los sistemas de ciclo abierto. Esta
conclusién es facilmente obtenible del hecho de que los puntos fijos implican la existencia
de organizaciones, como se menciond en el capitulo 3. El resto de los casos s6lo puede
ser tratado numéricamente pero se encontré que para todas als simulaciones realizadas los
resultados obtenidos estaban de acuerdo con la conclusién general de esta tesis: Los lazos

de catalizaciones son sumamente relevantes para la estabilidad de los sistemas.

Un Lazo Biologico

Finalmente, terminaremos este capitulo analizando la dindmica de un sistema biolégico,
lo cual nos permitird ver como es que el lazo se implementa o realiza en los organismos
vivos. En particular utilizaremos un modelo del punto de control del ensamblaje del huso
mitotico (SAC por sus siglas en inglés) por un lado porque se cuenta con suficiente infor-
macién como para hacer una simulacién significativa, y por otro porque nos interesa que
se entienda que la teoria que hemos desarrollado aqui no se limita a redes de reaccién de
moléculas bioquimicamente simples, sino que podemos empezar a entender fenémenos de
distintas y variadas escalas con este enfoque basado en clausura.

Por brevedad y para mantenernos enfocados no haremos una descripcion detallada de
la simulacién, sin embargo esta informacién y otros aspectos de este sistema pueden en-
contrarse en (Kreyssig y cols., 2012). El modelo se trata esencialmente del sistema ilustra-
do enla figura 31, el cual corresponde al sistema SAC que asegura la segregacion adecuada
de los cromosomas durante la mitosis, arrestando a la célula hasta que los cromosomas se
encuentran correctamente unidos al huso mitético (figura 31 A). Esencialmente una ubi-
quitina ligasa es activada por Cdc20. Una vez se alcanzan niveles suficientes de activacion
de de esta ligasa, se gatilla la segregacién de los cromosomas por la ubiquitinacién de las

securinas y ciclinas B. Sin embargo el sistema estd en constante degradacién pues difun-
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Figura 31: Simulaciones del sistema SAC. A Diagrama de la funcién bioldgica del sistema SAC.
B Modelo de reacciones del sistema SAC. C Simulacién en la que se ha interrumpido el lazo. D
Simulacién del sistema completo. Puede verse como el lazo es necesario para que el sistema se
mantenga y el sistema SAC permita el ensamblaje del huso mitdtico.

de a través del citoplasma. El esquema de las interacciones se ilustra en la figura 31 B.
La intuicién indica que sin un lazo de realimentacion positiva, el sistema se diluird hasta
desaparecer.

Puede verse que los resultados de las simulaciones confirman nuestra teoria de que el
lazo es necesario para la existencia de un punto fijo estable no trivial. Como puede verse
en la figura 31 C, el sistema sin lazo decae mientras que en la figura 31 D el sistema, al
contener el lazo, encuentra un punto fijo.

A lo largo de este capitulo confio en haber hecho visible lo importante que es este

esquema o motivo de catalizaciones. Si bien se trata de toy-problems, permiten manipu-
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laciones que aclaran y enfatizan como es que el lazo de catalizaciones provee puntos de
equilibrio estables. Si bien la mayoria de las simulaciones se realizaron en dimensién 2, o
al menos el lazo contenia s6lo dos especies, los resultados son generalizables a mas dimen-
siones y el nimero 2, més que una cébala o restriccién de nuestro resultado corresponde
a la dimensién mds alta que permitia visualizar los distintos elementos (redes de reaccidn,
campos vectoriales, cursos temporales) comodamente. también me gustaria hacer hincapie
en que el cL.ST es vilido para un uso bastante amplio de la palabra catélisis, como se vio
en el dltimo ejemplo. Esto significa que el ¢LST trasciende el dominio de las moléculas

simples y podria tener implicancias a muchas y distintas escalas biolégicas.
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Discusion, Perspectiva y Proyecciones

En este trabajo persigo un objetivo ambicioso: partir de la nocién de clausura y obtener un
resultado sobre al estabilidad de las redes metabdlicas. Creo que este objetivo fue alcanza-
do, ya que el cLST es un teorema de estabilidad para lazos de catalizaciones, estructuras
fuertemente ligadas a la clausura metabdlica. Ademds, colateralmente, hemos introduci-
do un conjunto interesante de técnicas que se pueden utilizar para estudiar la clausura. A
continuacidn precisaré mds estas ideas y contrastaré los resultados obtenidos en esta tesis
con el estado del arte en otras teorias de la biologia. Esto me permitira situar en contexto
la utilidad y alcance de los resuitados obtenidos y desde alli plantear direcciones futuras

para la linea de trabajo desarrollada aqui.

Recapitulacion de resultados

En términos resumidos y concretos en esta tesis se presenta un resultado principal (el

cLST) y tres resultados secundarios relacionados que también son importantes:
» Definicién de los cRAO
s Existencia de un lazo de catalizaciones
» El teorema de hegemonia del lazo

Finalmente, y aunque no se prueba, se presentan evidencias sobre la importancia de la
teoria de la variedad central como herramienta para analizar cambios estructurales y su
impacto sobre los estados estables de los cRAO. Creo que con las herramientas que he

usado en esta tesis he abierto un camino para hablar técnicamente de la nocion de clausura
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ademds de haber probado un resultado importante que puede tener consecuencias para

futuras investigaciones, el cual podria resumirse en:
Clausura Metabdlica = Estabilidad

Este es el resultado central y durante este capitulo lo analizaré in extenso, pero antes es

necesario también contextualizar los resultados secundarios de esta tesis.

Definicion de los cRAO

Un aporte de este trabajo es haber intentado -y parcialmente logrado- hacer una sintesis

entre las distintas teorias y modelos que permita avanzar en el campo. En particular pude:

= Definir un nuevo tipo de sistemas (cCRAO)

» Usar las herramientas de Conjuntos-RAF y de COT para avanzar analiticamente

Este resultado puede parecer simple pero se inserta €n una tradicién bastante tinica en
este campo, iniciada por el laboratorio de Biologia del Conocer, que es la de tomar en
cuenta ¢l trabajo de todos. Como dije en la introduccién, el campo de la biologia teérica
se caracteriza por una autarquia intelectual donde cada grupo de ideas parece existir en
un vacio conceptual carente de historia y puentes con otras teorias. Como evidencia de
esta falla comunicacional podemos ver la falta de citas cruzadas entre autores con ideas
tan afines como Feinberg, Heinrich y Rapoport, Sjordik y Steel, etc... Por otro lado, con
alegria podemos observar al menos un par de trabajos que, (especulamos) motivados por
nuestras publicaciones anteriores, han empezado a generar cooperaciones: Hordijk y cols.

(2011); Kreyssig y cols. (2012)

Ubicuidad de los Lazos de Catalizaciones

La existencia de al menos un lazo de catalizaciones en un sistema cRAO es un crucial

detalle técnico que tiene la enorme virtud de abrir un camino para avanzar ya que este
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{cL.ST) y varios resultados secundarios que también son importantes.
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resultado muestra que en la clase de sistemas con clausura tipo COT y RAF debe existir
al menos un lazo de catalizadores y no un mero lazo de reacciones ciclicas. Dado que un
lazo de catalizaciones estd implicito en los sistemas (M, R) (0 se trata de €so) y, como
demostraron Letelier y cols. (2003), los sistemas Autopoiéticos son un sub-conjunto de los
sistemas (M, R), estos patrones de conectividad (los lazos) son comunes y efectivamente
ubicuos en las teorias de lo vivo. Por lo tanto, nuestro teorema sobre la existencia de un
lazo de catalizacién implica una caracteristica universal de los modelos de seres vivos. Es
interesante subrayar que en la definicién clésica de sistemas autopoiéticos no hay nada

que presagie la ocurrencia de este tipo de lazo.

Los Lazos controlan todo

Un resultado importante, que en esta tesis no fue explorado a profundidad, es el descubri-
miento de que en un sistema cRAO, un sistema que por lo tanto cuenta con al menos un
lazo de catalizaciones, cualquier reaccién del sistema tiene su catalizador controlado por

un catalizador de un lazo. Este resultado es interesante por dos puntos:

» Muestra que los lazos (de catalizaciones) ejercen control mas alld de las reacciones
del lazo. Perseguir esta idea puede ser muy fecunda ya que mostraria como la red

metabdlica completa actia como un todo integrado

» Vuelve a indicar que, para que se dé un esquema de clausura, es necesario que
algunos catalizadores tengan dualidad de funciones (moonlighting effect) (Letelier

y cols., 2006; Piedrafita y cols., 2012; Cormish-Bowden y Cardenas, 2007).

Estos dos teoremas, en conjuncién con el cLST resultan poderosamente sugerentes
pues parecen indicar a una de las fuentes primarias de estabilidad en los organismos vivos
ya que se hace patente que los lazos estdn presentes en una gran clase de modelos de los

organismos y su dindmica (aparentemente estabilizadora) unge a todo el sistema.

152




Estado estacionario

El cLST es vélido para los estados estacionarios, cuya existencia he utilizado como premi-
sa. La condicion de existencia en términos técnicos se traduce a que se respete la siguiente
ecuacién:
N N
[Tai=]]0 (114)
i=1 i=1
Es notable que esta ecuacién exige un balance o equilibrio entre la entrada y salida
de masa al lazo, sin embargo no es un balance de masa en el sentido tradicional sino que
la ecuacion hace referencia a la media geométrica de los flujos de entrada y salida. Este

curioso hecho, junto con consideraciones relativas a la plausibilidad de satisfaccion de la

condicién deben ser investigadas mads a fondo.

Variedad central

El ¢L ST implica estabilidad para los lazos aislados pero que sucede con este resultado si
la configuracién de reacciones difiere en algunos elementos, es decir, la micro estructura
local de la red cambia? Esta es una pregunta natural a la hora de entender la dindmica
de los lazos insertos en sistemas mds grandes. Estos cambios hacen que el corazén for-
mal del modelo (la matriz estequiométrica y el Jacobiano) cambie y por lo tanto hay que
re-analizar cuales son los estados estables. Lo interesante es usar técnicas matematicas so-
fisticadas para ver cémo cambian los estados estables cuando se producen estos cambios
pequefios en sistema bajo estudio. En esta direccién, la teoria de la variedad central nos
permite analizar el comportamiento del sistema bajo la introduccién de no-linealidades. Si
bien esta avenida no fue visitada a profundidad en este trabajo, nos sirve como ilustracion

de como se puede seguir expandiendo los resultados expuestos en esta tesis.



Importancia del cLST

La gran novedad del ¢cLST' es que retine bajo un mismo techo las nociones de clausura,
de causas eficientes y de estabilidad en el sentido de sistemas dindmicos. Este es el as-
pecto por el cual creemos que el ¢cLST tendrd un potente impacto en la comunidad de
investigadores interesados en las teorias sobre los sistemas vivos, pues permite hablar en
un lenguaje unificado de elementos que existian anteriormente en universos disjuntos. En
efecto, una lectura cuantitativa del ¢L.ST" parece indicar que los lazos de catalizaciones no
son meras mejoras, sino que generan estados estables. De esta manera nos acercamos al
objetivo inicialmente establecido de poder explicar algo fenomenolégico de los organis-
mos vivos a partir de primeros principios.

Siendo el ¢cLST es el principal resultado de esta tesis es obligatorio preguntarse: ;Re-
sistird el embate de otros investigadores y serd 1til para avanzar? A continuacién haré un
sobrevuelo de las conexiones entre ¢L.ST' y otras ideas para poder decidir si mi entusiasmo
es justificado o no. Este andlisis es necesario para poder generar un entendimiento tanto de
los aspectos mateméticos como bioldgicos tras el cLST'. Primero debemos dejar en claro
que, comparado con muchos de los trabajos actuales, las técnicas usadas para demostrar
el cLST son simples y son las mismas usadas por Christine Reder en su re-formulacién
del MCA (Reder, 1988). También son las técnicas usadas en lo que se entiende por inge-
nieria metabdlica. Quiero enfatizar aqui que las ideas matematicas usadas no representan
la cuspide de ideas como bases de Grobner, esas ideas quedan abiertas para que otros las
entiendan y las usen. Por lo tanto nuestra innovacién no es primariamente matematica,
pero conceptual en el dominio de la biologia.

La gran diferencia en la demostracién del ¢LST" con toda la literatura en biologia te6-
rica es que nosotros pusimos en el mismo pie a los productos y los catalizadores, es decir,

no hacemos distinciones entre tipos de moléculas. Esta idea era perfectamente tratable en
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1988 (reformulacion de MCA por Reder) y en 1973 (MCA), la razén por la cual no se
hizo fue por no considerar a las enzimas como pertenecientes al sistema metabélico, pro-
bablemente porque el enfoque de ese tiempo era distinto y las nociones sistémicas y de
clausura, aunque presentes en el Zeigeist de hace 40 afios, no estaban maduras atin.
Obviamente que hay muchas relaciones del ¢LS7 con una multitud de resultados pre-
vios. No por nada el problema que ataca el cLST es un problema reconocido como tal por
muchas personas desde hace décadas. Asi, no nos debe sorprender que haya superposicion
conceptual con ideas del CRNT o de Systems Biology. A continuacién haré una revision
de las similitudes y diferencias entre el trabajo de estos grupos y nuestro resultado de

estabilidad.

Relacion con resultados previos

Estabilidad en otras teorias de clausura metabdolica

Como he repetido muchas veces en esta tesis, existen dos narrativas o tradiciones para
hablar de estabilidad en redes de reacciones. Una tradicién esta basada en lo estrictamente
técnico y cuya aproximacién parte de la consideracién de flujos y matrices estequiométri-
cas (CRNT, SNA, MCA, Systems Biology, Ingenieria metabdlica). La otra tradicién, mds
entretenida o pintoresca pero menos precisa técnicamente, es la que trata de entender a los
sistemas vivos con principios generales de la organizacién del metabolismo (Cibernética,
Sistemas (M, R), Autopoiesis, Redes Auto cataliticas, Conjuntos RAF, COT, Chemoton,
Hiperciclos, etc...). Respecto a esta tdltima narrativa o Weltanschauung nuestro trabajo se
posiciona de manera muy particular.

Sistemas (M,R). Por ejemplo, en el esquema de Rosen no existe el tiempo, la estabi-
lidad es perfecta, constante y algebraica. Una vez es alcanzado el esquema de invarianza

organizacional, es decir, aparece en operacion el misterioso operador /3, el sistema (M, R)
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es como un cristal de estabilidad. Nuestro enfoque es muy diferente, pero contiene un
elemento central de la teoria de los sistemas (M, R): 1a nocién de causa eficiente captura-
da por la presencia de las enzimas y su clausura. El ¢LST provee un paso esencial para

esclarecer esta teoria al hacer mds explicita la siguiente asociacion:
3 = Estabilidad

El ¢LST establece esta correspondencia pues el avatar primero de 3 es la idea de
lazo bajo causas eficientes. Esto no estd mal. Pero, aunque lo intentamos, nuestro andlisis
no ilumina mucho sobre que debe ser 3. Por supuesto que este misterioso operador es
irreducible y no puede esperarse establecer una relacion tipo 1:1 con la presencia de lazos,
pero si creo que los lazos son una alegoria mds que vélida para empezar a desenmarafiar
la naturaleza de /3. Otra consecuenciade los resultados de este trabajo en la teoria de los
sistemas (M, R) es clarificar qué se debe entender por invarianza organizacional: se puede
entender que cada sistema (M, R) debe tener siempre un lazo de catalizaciones que le
confiere estabilidad.

Sistemas Autopoiéticos. Los sistemas autopoiéticos, que de acuerdo a Letelier y cols.
(2003) son un sub-conjunto de los sistemas (A, R), tampoco tienen un tiempo explicito y
tampoco ecuaciones de movimientos (en el sentido de un sistema dindmico subyacente).
Son objetos algebraicos y a través de argumentos cualitativos se asegura que, debido a su
autonomia, deben poseer algiin grado de estabilidad, pero que pueden existir varios tipos y
modos de obtener y mantener esta estabilidad. Esto queda subsumido en la frase: cambio
de estructura manteniendo la organizacion. Por lo tanto el ¢L.S7T tiene dos puntos de con-
tacto con las ideas de Maturana y Varela: Primero, muestra el origen de la estabilidad y, en
segundo lugar, gracias a las ideas de la variedad central sugiere un camino para entender el
cambio estructural con invarianza de la organizacion. Este es un camino muy promisorio

que se debe investigar a futuro. Especialmente en situaciones distintas del metabolismo,
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el formalismo expresado por el ¢L.ST se refiere a motifs especificos de relaciones entre
procesos donde se pueda hablar de: causas eficientes, produccién y destruccién de com-
ponentes. En nuestro caso el motif es el lazo de catalizaciones.

Conjuntos RAF & COT. Esta tesis s6lo se puede entender debido a la existencia de los
trabajos sobre conjuntos RAF y COT. Ambas ideas contribuyeron a clarificar como se debe
hablar de clausura y metabolismo. No por nada, previo al ¢cLST', tenemos un resultado que
define un nuevo tipo de sistemas (cCRAQ) como los sistemas que tienen las caracteristicas
de los sistemas vivos. Ambas teorias, a su manera, ya tienen teoremas de estabilidad (o
existencia de redes estables). Mi contribucién es hacer este aspecto mds claro y poner el
asunto en el andamiaje de una técnica aceptada por todos (sistemas dindmicos).

Observemos que en este caso ocurrid una situacion curiosa. Una versién preliminar de
estas ideas fue publicada en la conferencia europea de vida artificial (Contreras y cols.,
2011), a consecuencia de eso las ideas de lazos de catalizaciones llegaron al grupo de
Dittrich y se generd ya una publicacién conjunta que trata sobre como los lazos o ciclos
generan estabilidad (Kreyssig y cols., 2012). Claro que en esa ocasion se estudiaron los
lazos como fenémeno general en biologia y no se pudo concretar una demostracién. El

cLST se pudo demostrar de forma general y clara ya que parte del hecho de la clausura.

Resultados de estabilidad en el linaje de CRNT y SNA

La narrativa de la ingenieria quimica/metabdlica tiene desde mediados de los 70s' poten-
tes teoremas de estabilidad y de relacién entre flujos que desgraciadamente no se ensefian
en pregrado ni en biologia o en quimica. Estos teoremas, especialmente el ZDT, son el
modelo en los cuales un investigador debiese inspirarse para tratar de entender el metabo-

lismo como un todo integrado?.

'hace ya casi 40 afios!
2Al hacer esta tesis, y considerando la Autopoiesis como idea nacié en la Facultad de Ciencias, me di
cuenta de lo atil que seria ensefiar algunas de estas ideas en algunos cursos de pregrado
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El ZDT y sus Derivados

Desafortunadamente la disposicion escénica del Z DT de Feinberg es inadecuada para el
estudio de las redes metabdlicas. La idea de centrarse en complejos en vez de moléculas,
y el pedir que los complejos tengan sucesivas reacciones entre ellos hace que el ZDT se
aplique mds a mezclas quimicas que a intrincadas redes metabdlicas. Ademads, como ya
expliqué, el metabolismo estd muy lejos de cumplir con la exigencia de tener deficiencia
igual a cero. El ¢cLST es mds simple que el ZDT ya que la conectividad implicita en el
cLST es de un solo tipo (es decir el lazo de la figura 16). En cambio el ZDT se refiere
a muchas situaciones potencialmente muy distintas que sélo comparten el hecho de tener
deficiencia igual a zero. Por eso la demostracién del ¢LST' es mds ficil que la del ZDT,
la situacién modelada es mds acotada y, segin el teorema de la existencia del lazo, mds

universal en las redes metabdlicas reales.

Los Teoremas de Estabilidad de Clarke

Bruce Clarke, hacia 1975, configuré una teoria distinta a la CRNT para estudiar la esta-
bilidad de redes de reacciones. Este enfoque llamado (Stoichiometric Network Analysis
0 SNA) es mas general que el enfoque del Z DT (Clarke, 1988). En SNA se habla de la
matriz estequiométrica, de los flujos de cada reaccidn y de los estados estacionarios. Hay
varios resultados sobre estabilidad, que siempre se relacionan con micro-ejemplos muy
especificos de conectividad. Por ejemplo, usando ideas de la SNA en el llamado mecanis-
mo de Langmuir-Hinshelwood que se encuentra a continuacién se ha llegado a demostrar

la existencia de estados estacionarios:
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Pero, sin dnimo de desmerecer este trabajo, la aplicabilidad de sus resultados parece
limitarse a sistemas pequefios. En en fondo las técnicas del SNA son similares a las nues-
tras (sistemas dindmicos y uso inteligente de la matriz Jacobiana) y en casos especificos
se pueden demostrar situaciones de estabilidad. Obviamente que en el caso de la CRNT

o del SNA no hay nocién de catilisis, en ese sentido son teorias muy distintas a nuestro

modelo.

Teoremas de Estabilidad, multiestabilidad e inyectividad posteriores al 2000

Hasta el afio 2000 ]a tasa de publicacién en temas de CRNT o SNA era muy limitada pero,
posteriormente, los cultivadores del Systems Biology comenzaron a descubrir a Feinberg,
Clarke y otros, comenzando a aplicar estos teoremas/resultados directamente al metabo-
lismo. Es dificil, pero se ha comenzado a hacer. En (Brogioli, 2013) se puede ver una
aplicacién moderna de las ideas de Feinberg; la idea es encontrar metabolismos (siempre
son pequefios en esta teoria) donde no sélo exista un tnico estado estable, sino que una
variedad, es decir, un sub-conjunto de un espacio topolégico que es localmente parecido a
R™). Lo que se prueba en este trabajo es que existen situaciones marginalmente estables,
,es decir, que si se modifican algunos pardmetros (por razones externas) el sistema cambia
de un estado a otro pero permaneciendo en una nueva posicion de estado estacionario.
Por lo tanto si se siguen produciendo esas variaciones externas de pardmetros el sistema

exhibe una trayectoria que es una deriva entre estados estacionarios. Pero esta no es una
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Figura 33: Conjunto de reacciones ciclicas, acopladas a una reaccién impulsora. Este Metabolismo
tiene un estado estable para cualquier valor de sus pardmetros cinéticos.

propiedad general, sélo la exhiben algunas redes de reacciones.

Un teorema de Estabilidad en un Lazo muy particular

En el campo de la teoria de las redes metabdlicas (y de la ingenieria metabdlica) hay una
verdadera fiebre por encontrar EL principio que hace andar a las redes. Esta bisqueda
lleva décadas, al menos 40 afios, y aiin no se encuentra una solucién satisfactoria. Han
existido muchas tentativas que se han centrado en dos lineas de pensamiento: a) la li-
nea de la teoria fundamental y b) el enfoque de la ingenieria (Feinberg, Clarke, Kacser).
Obviamente este dltimo ha sido como un hongo atémico... Con resultados cada vez mas
técnicos y mds interesantes. Todos quieren probar una generalizacion del Z DT para reac-
ciones metabdlicas. Para ver cuan atingentes son nuestros resultados mencionaré aqui un
trabajo reciente (Reznik y cols., 2013) que justamente se centra en estudiar la estabilidad
de redes de reacciones del siguiente tipo:

Este es, como el nuestro, un metabolismo ciclico muy simple... Donde no existen reac-
ciones catalizadas. Los autores estdn, como nosotros, interesados en obtener algin resul-
tado de estabilidad. La matriz estequiométrica de este sistema (las filas representan los

metabolitos) es:
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Figura 34: Sistema ciclico de reacciones analizado por SK M. Lazo de reacciones con clausura y
con una reaccion energética que impulsa el lazo
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(115)

Para avanzar los autores usan una técnica, no mencionada en esta tesis, Structural

Kinetic Modeling que trata de obtener resultados de estabilidad sin fijarse en las variables

cinéticas (Steuer y cols., 2006; Grimbs y cols., 2007). Para ello se usa un procedimiento

de normalizacién, que no explicaré, pero que permite expresar la matriz J (es decir el

Jacobiano del sistema de ecuaciones diferenciales) como:

J=A.

©

(116)

Donde la matriz A es una renormalizacién de la matriz S, pero —y aqui viene lo mds
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interesante del enfoque de SKM- la matriz © contiene las elasticidades relativas: el ele-

mento 6, ; es la sensibilidad de la velocidad normalizada de la reaccién i respecto de la

concentracién normalizada del metabolito 7. SKM es un enfoque que se centra en entender

J entendiendo ©, la cual se escribe para el sistema presentado de ejemplo como:

[0 0 0
6, 0 0
0 6 0
O=|0 0 65
0 0 0
| 0 0 0

tg-n+3 J

(117)

Como se puede ver © se parece, pero no es idéntica a nuestro Jacobiano. Interesante-

mente en este trabajo los autores elaboran un potente teorema que:

= Muestra que el toy metabolism analizado para cualquier valor de constantes ciné-

ticas, de concentraciones iniciales de metabolitos o de mecanismos de reaccién

siempre tiene un equilibrio estable.

= Requiere del uso de una matematica absolutamente no trivial y hasta deben dedu-

cir un teorema (The Stubborn Roots Theorem) bastante abracadabrante de algebra

lineal. Este es un ejemplo de como problemas en biologia iluminan nuevos desarro-

llos en matematicas.

= Finalmente los autores afirman que, aunque ellos no la usan, la nocién de clausura

metabolica (closure) puede jugar un papel importante para entender la estabilidad

de los merabolic motifs.
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Conclusion

En definitiva, el aporte fundamental de este trabajo consiste en un conjunto de teoremas y

definiciones que permiten:

= Contar con una descripccion formal de los sistemas vivos

Formalizar la idea de clausura metabdlica

y por lo tanto utilizarla para derivar resultados técnicos

Demostrar la existencia de patrones universales en los organismos vivos

Indicar la importancia de estos patrones para la existencia de los organismos

Como se pudo ver en el capitulo anterior, el ¢cL ST tiene muchos antecedentes, desde
el ZDT de 1974 hasta los resultados de Brogioli (2011) o Reznik y cols. (2013). Esto
no nos debe extrafiar: todo el ecosistema de la biologia tedrica estd buscando resultados
sobre la estabilidad de vias metabdlicas. Ademads, Kitano ha dicho que la idea que se debe
perseguir es la nocidn de robustness que es, desde nuestra perspectiva, la multiestabilidad
vista con el cristal de técnicas como la teorfa de la variedad central. Interesantemente,
debido al esfuerzo de Kitano y otros, existe un ramillete de resultados que son intrigantes
y que anuncian la llegada de resultados mds universales sobre estabilidad, multiestabilidad
y robustez (Kitano, 2007).

Aunque la direccién estd clara, todavia contamos cons pocos resultados generales.
Por ejemplo el ZDT sélo se aplica en condiciones muy especiales, y los sistemas mar-
ginalmente estables s6lo se encuentran en algunas configuraciones de reacciones. En este
sentido el ¢cLST es un representante mds en un linaje de teoremas parecidos, y a la vez

un disruptor de este linaje por el hecho de considerar a los catalizadores en el esquema de
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reacciones. Este cambio de enfoque o salto conceptual nos permite abarcar una clase mu-
cho mas general de sistemas. En el ¢L.ST" se han incorporado a los catalizadores por una
necesidad tedrica fundacional, introducir la idea de clausura, no por una necesidad técni-
ca. Interesantemente esta incorporacion trae de la mano (o hace aparecer) un tipo bastante
especifico de estabilidad que depende de una caracteristica global de la conectividad. Creo
que aqui estd la diferencia mayor entre mi andlisis y todas las tentativas previas. En todos
los resultados de estabilidad, comenzando con el Z DT, se analizan ejemplos muy concre-
tos de pocas reacciones y donde la estabilidad proviene de la existencia de lazos con un
nimero muy pequefio de componentes. Por ejemplo, el trabajo de Brogioli y cols. analiza
6 redes de a lo mds 8 reacciones cada una. Nuestro enfoque usa una propiedad global:
que exista un lazo de catalizaciones, para obtener un resultado. En este aspecto tampoco
somos los primeros ya que Reznik y cols. (2013) también usan un lazo de largo arbitrario,
pero sin considerar a los catalizadores.

La gran diferencia entre mi resultado y el resto reside en el punto de partida. Al abrazar,
como idea rectora, la nocién de clausura nos comprometemos con un enfoque especifico
que permite prestar atencioén a una propiedad global considerarando siempre las causas
eficientes. Asi, en cierta manera la clausura (o el argumento de la clausura) actiia como un
atajo para obtener resultados generales de estabilidad. Las ideas del ¢L.ST son un primer
paso para estudiar, usando un enfoque técnico y no meras intuiciones cualitativas, cOmo es
que la estabilidad, la multiestabilidad y la robustez se deducen de la clausura. Es posible
que comprehendiendo estas ideas podamos, en un futuro quizas lejano, entender las redes
metabdlicas a tal punto que incluso las podamos producir con propiedades disefiables.

Finalmente, con gran satisfaccién me gustaria decir que no solamente he cumplido con
los objetivos de esta tesis, sino que ademas hemos establecido un programa que nos per-
mite formalizar intuiciones, derivar propiedades sistémicas y con ello profundizar nuestra

comprension de los organismos vivos.

164



Bibliografia

Arita, M. 2004. The metabolic world of escherichia coli is not small. Proceedings of the National
Academy of Sciences of the United States of America, 101(6):1543-1547.

Battley, E. H. 1993. Calculation of entropy change accompanying growth of escherichia coli k-12
on succinic acid. Biotechnology and bioengineering, 41(4):422-428.

Benvenuti, L. y Farina, L. 2004. Eigenvalue regions for positive systems. Systems & Control
Letters, 51(3-4):325 - 330.

Brogioli, D. SEP 29 2011. Marginal stability in chemical systems and its relevance in the origin
of life. Physical Review E, 84(3, Part 1).

Brogioli, D. 2013. Looking for chemical reaction networks exhibiting a drift along a manifold of
marginally stable states. Journal of Theoretical Biology, 318:110-123,

Cartwright, J. H., Garcia-Ruiz, J. M., Novella, M. L., y Otdlora, F. 2002, Formation of chemical
gardens. Journal of Colloid and Interface Science, 256(2):351 — 359.

Castellan, G. 1987. Fisicoquimica addison-wesley, reading, mass., 1964. Addison Wesley Long-
man, México.

Centler, F. y Dittrich, P. 2007. Chemical organizations in atmospheric photochemistries — a new
method to analyze chemical reaction networks. Planetary and Space Science, 55(4):413 — 428.

Centler, F, Kaleta, C., Speroni di Fenizio, P,, y Dittrich, P. 2010. A parallel algorithm to compute
chemical organizations in biological networks. Bioinformatics, 26(14):1788 — 11789.

Clarke, B. 1988. Stoichiometric Network Analysis. Cell Biophysics, 12:237-253.

Coatman, R., Thomas, N., y Double, D. 1980. Studies of the growth of “silicate gardens” and
related phenomena. Journal of Materials Science, 15(8):2017-2026.

Contreras, D., Pereira, U., Herndndez, V., Reynaert, B., y Letelier, J. C. A loop conjecture for
metabolic closure. In Advances in Artificial Life, ECAL 2011: Proceedings of the Eleventh
European Conference on the Synthesis and Simulation of Living Systems. MIT Press, 2011.

Cornish-Bowden, A. y Cardenas, M. L. Oct 2007. Organizational invariance in (M, R)-systems.
Chemistry & Biodiversity, 4(10):2396-2406.

de La Mettrie, J. y Thomson, A. 1996. La mettrie: Machine man and other writings. Cambridge
University Press.

Devlin, T. M. 2004. Bioquimica: libro de texto con aplicaciones clinicas. Reverté, Barcelona,
Espaiia.

Dittrich, P. y di Fenizio, P. §. 2007. Chemical organisation theory. Bulletin of Mathematical
Biology, 69(4):1199-1231.

165



Eigen, M. y Schuster, P. 1978. The hypercycle. a principle of natural self organization. part ¢: The
realistic hypercyle. Naturwissenschaften, 65(7):341-369.

Feinberg, M. 1987. Chemical reaction network structure and the stability of complex isothermal

reactors—i. the deficiency zero and deficiency one theorems. Chemical Engineering Science, 41
(10):2229-2268.

Fell, D. A. September 1992. Metabolic control analysis: a survey of its theoretical and experimental
development. The Biochemical Journal, 286 ( Pt 2):313-330.

Ganti, T. 2003. Chemoton theory: Theory of living systems. Springer-Verlag GmbH.

Garcia-Ruiz, J. M., Melero-Garcia, E., y Hyde, S. T. 2009. Morphogenesis of self-assembled
nanocrystalline materials of barium carbonate and silica. Science, 323(5912):362-365.

Gillespie, D. T. 1977. Exact stochastic simulation of coupled chemical reactions. The Journal of
Physical Chemistry, 81(25):2340 — 2361.

Grimbs, S., Selbig, J., Bulik, S., Holzhuetter, H.-G., y Steuer, R. 2007. The stability and robust-
ness of metabolic states: identifying stabilizing sites in metabolic networks. Molecular Systems
Biology, 3.

Gulberg, C. M. y Waage, P. 1864. Studies conceming affinity. Forhandlinger: Videnskabs-
Selskabet i Christiana, 35:1044+.

Hearon, J. Z. 1953. The kinetics of linear systems with special reference to periodic reactions. The
bulletin of mathematical biophysics, 15(2):121-141.

Heinrich, R. y Rapoport, T. A. 1974. A linear steady-state treatment of enzymatic chains. general
properties, control and effector strength. Furopean Journal of Biochemistry, 42:89-95.

Higgins, J. 1963. Analysis of sequential reactions. Annals of the New York Academy of Sciences,
108(1):305-321.

Hordijk, W. y Steel, M. 2004. Detecting autocatalytic, self-sustaining sets in chemical reaction
systems. Journal of Theoretical Biology, 227(4):451-461.

Hordijk, W., Kauffman, S. A., y Steel, M. MAY 2011. Required Levels of Catalysis for Emer-
gence of Autocatalytic Sets in Models of Chemical Reaction Systems. International Journal of
molecular Sciences, 12(5):3085-3101.

Hyver, C. 1972. Impossibility of existence of undamped oscillations in linear chemical systems.
Journal of Theoretical Biology, 36(1):133 — 138.

Jaramillo, S., Honorato-Zimmer, R., Pereira, U., Contreras, D., Reynaert, B., Herndndez, V., Soto-
Andrade, J., Cardenas, M., Cornish-Bowden, A, y Letelier, J. 2010. (M, R) Systems and RAF
sets: Common ideas, tools and projections. Proceedings of the Twelfth International Conference
on the Synthesis and Simulation of Living Systems, pages 94 — 100.

166



Kacser, H. y Burns, J. 1973. The control of flux. Symposia of the Society for Experimental Biology,
27.65-104.

Kajander, E. O. y Ciftcioglu, N. 1998. Nanobacteria: An alternative mechanism for pathogenic
intra- and extracellular calcification and stone formation. Proceedings of the National Academy

of Sciences, 95(14):8274-8279.
Kauffman, S. 1993. The Origins of Order. Oxford University Press, New York.

Kauffman, S. A. March 1986. Autocatalytic sets of proteins. Journal of Theoretical Biology, 119
(1):1-24.

Kitano, H. 2001. Foundations of systems biology. MIT Press.
Kitano, H. 2007. Towards a theory of biological robustness. Molecular Systems Biology, 3:137.

Kreyssig, P., Escuela, G., Reynaert, B., Veloz, T., Ibrahim, B., y Dittrich, P. OCT 11 2012. Cycles
and the Qualitative Evolution of Chemical Systems. PLoS ONE, 7(10).

Langton, C. y Santa Fe Institute (Santa Fe, N. 1989. Artificial life i: The proceedings of an
interdisciplinary workshop on the synthesis and simulation of living systems, held september,
1987, in los alamos, new mexico. Addison-Wesley Publishing Company.

Leduc, S. 1912. La biologie synthetique. A. Poinat.

Letelier, J. C., Marin, G., y Mpodozis, J. 2003. Autopoietic and (M, R) systems. Journal of
Theoretical Biology, 222(2):261 - 272.

Letelier, J.-C., Kuboyama, T., Yasuda, H., Cardenas, M.-L., y Cormish-Bowden, A. 2005. A
selfreferential equation, f (f)= f, obtained using the theory of (M, R)-systems: overview and
applications. Algebraic Biology, pages 115-126.

Letelier, I. C., Soto-Andrade, J., Guifiez Abarzia, F., Cornish-Bowden, A., y Cardenas, M. L. 2006.
Organizational invariance and metabolic closure: analysis in terms of (M, R) systems. Journal of
Theoretical Biology, 238:949-961.

Letelier, J. C., Cdrdenas, M. L., y Comish-Bowden, A. 2011. From L Homme Machine to metabolic
closure: steps towards understanding life. Journal of Theoretical Biology, 286:100-113.

Lifson, S. 1997. On the crucial stages in the origin of animate matter. Journal of Molecular
Evolution, 44(1):1-8.

Luisi, P. L. 2003. Autopoiesis: a review and a reappraisal. Naturwissenschaften, 90(2):49-59.

Luisi, P. L. 2006. The emergence of life: From chemical origins to synthetic biology. Cambridge
University Press.

Luisi, P. L. 2012. Comments on Prebiotic Ecology, Supramolecular Selection and Autopoiesis.
Origins of life and Evolution of Biospheres, 42(5):451-452.

167



Matsumaru, N., Centler, E, di Fenizio, P. S., y Dittrich, P. 2005. Chemical organization theory as a
theoretical base for chemical computing. International Journal of Unconventional Computing,
3:285 - 309.

Matsumaru, N., Centler, F,, di Fenizio, P. S., y Dittrich, P. 2006. Chemical organization theory
applied to virus dynamics. Information Technology, 48:154 — 160.

Maturana, H. y Varela, F. 1980. Autopoiesis and cognition: The realization of the living. D. Reidel
Publishing Company.

Maturana, H. y Varela, F. 1973. De mdquinas y seres vivos: Una teoria sobre la organizacién
biolégica. Editorial Universitaria, Santiago de Chile.

McMullin, B. y Program, S. E. 1997. Computational autopoiesis: The original algorithm. Santa Fe
Institute.

McMullin, B. 2004. 30 years of computational autopoiesis: A review. Artificial Life, 10(3):277—-
295.

Mitkowski, W. 2008. Dynamical properties of Metzler systems. Bulletin of the polish Academy of
Sciences-Technical Sciences, 56(4):309-312.

Peter, S. y Dittrich, P. 2011. On the relation between organizations and limit sets in chemical
reaction systems. Advances in Complex Systems, 14(01):77 — 96.

Peter, S., Veloz, T., y Dittrich, P. Feasibility of organizations - a refinement of chemical organiza-
tion theory with application to p systems. In Proceedings of the 11th international Conference
on Membrane Computing, pages 325 — 337, Berlin, Heidelberg, 2010. Springer-Verlag.

Piedrafita, G., Cornish-Bowden, A., Moran, F., y Montero, F. May 2012. Size matters: influen-
ce of stochasticity on the self-maintenance of a simple model of metabolic closure. Journal
Theoretical Biology, 300:143-151.

Raoult, D., Drancourt, M., Azza, S., Nappez, C., Guieu, R., Rolain, J.-M., Fourquet, P., Campagna,
B., LaScola, B., Mege, J.-L., Mansuelle, P, Lechevalier, E., Berland, Y., Gorvel, J.-P., y Renesto,
P. 02 2008. Nanobacteria are mineralo fetuin complexes. PLoS Pathogens, 4(2):e41.

Rashevsky, N. 1954. Topology and life: In search of general mathematical principles in biology
and sociology. The bulletin of mathematical biophysics, 16(4):317-348.

Rashevsky, N. 1960. Mathematical biophysics: physico-mathematical foundations of biology.
Dover Publications.

Razeto-Barry, P. 2012. Autopoiesis 40 years later. a review and a reformulation. Origins of Life
and Evolution of the Biosphere, 42(6):543-567.

Reder, C. 1988. Metabolic control theory: A structural approach. Journal of Theoretical Biology,
135:175 - 201.

168



Reka, A. y Barabdsi, . June 2002. Statistical mechanics of complex networks. Reviews of Modern
Physics, 74:47-97.

Reznik, E., Watson, A., y Chaudhary, O. 2013. The stubbom roots of metabolic cycles. Journal of
the Royal Society, Interface, 10(83).

Rietman, E. A., Colt, J. Z., Tuszynski, J. A., y others, . 2011. Interactomes, manufacturomes and
relational biology: analogies between systems biology and manufacturing systems. Theoretical
Biology and Medical Modelling, 8(1):19.

Rosen, R. 1991. Life itself: A comprehensive inquiry into the nature, origin, and fabrication of
life. Columbia University Press.

Rosen, R. 1958a. A relational theory of biological systems. The Bulletin of Mathematical Biophy-
sics, 20(3):245-260.

Rosen, R. 1958b. The representation of biological systems from the standpoint of the theory of
categories. Bulletin of Mathematical Biology, 20(4):317-341.

Rosen, R. 1972. Foundations of mathematical biology. Academic Press.
Rosen, R. 2006. Autobiographical reminiscences of robert rosen. Axiomathes, 16(1-2):1-23.
Rozenberg, S. A., G. 1980. The Mathematical Theory of L Systems. Academic Press, New York.

Savageau, M. A. 1976. Biochemical Systems Analysis: A Study of Function and Design in Mole-
cular Biology. Addison-Wesley Publishing Co., Reading, MA.

Schnell, S. y Mendoza, C. 1997. Closed form solution for time-dependent enzyme kinetics. Journal
of Theoretical Biology, 187(2):207 —212.

Schridinger, E. 1944. What is life?: The physical aspect of the living cell. The University Press.
Schumacher, P. 2011. The autopoiesis of architecture: A new framework for architecture. Wiley.
Spencer-Brown, G. 1972. Laws of form. Julian Press.

Steuer, R., Gross, T., Selbig, J., y Blasius, B. 2006. Structural kinetic modeling of metabolic
networks. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America,
103(32):11868-11873.

Teubner, G. 1988. Autopoietic law: A new approach to law and society. Walter de Gruyter.

Torres, N. V., Mateo, F., Meléndez-Hevia, E., y Kacser, H. 1986. Kinetics of metabolic pathways.
4 system in vitro to study the control of flux. Biochemical Journal, 234(1):169-174.

Trevors, J. T. 2011. Origin of microbial life: Nano- and molecular events, thermodynamics/entropy,
quantum mechanisms and genetic instructions. Journal of Microbiological Methods, 84(3):492-
495.

Urbano, P. y Urbano, F. 05 2007. Nanobacteria: Facts or fancies? PLoS Pathogens, 3(5):e55.

169



Varela, F. G., Maturana, H. R., y Uribe, R. 1974. Autopoiesis: the organization of living systems,
its characterization and a model. Curr Mod Biol, 5(4):187-196.

Varela, F. 1979. Principles of biological autonomy. North Holland.

Varela, F. y Bourgine, P. 1992. Toward a practice of autonomous systems: Proceedings of the first
european conference on artificial life. M.LT. P.

Varela, F. y Maturana, H. 1972. Mechanism and biological explanation. Philesophy of Science, 39
(3):378 - 382.

Veloz, T., Reynaert, B., Rojas, D., y Dittrich, P. A decomposition theorem in chemical organi-
zations. In Advances in Artificial Life, ECAL 2011: Proceedings of the Eleventh European
Conference on the Synthesis and Simulation of Living Systems. MIT Press, 2011.

Von Neumann, J. y Burks, A. 1966. Theory of self-reproducing automata. University of Illinois
Press.

Wagner, A. y Fell, D. A. 2001. The small world inside large metabolic networks. Proceedings of
the Royal Society of London. Series B: Biological Sciences, 268(1478):1803-1810.

Watson, J. D. y Crick, E. H. C. 1953. Genetical implications of the structure of deoxyribonucleic
acid. Nature, 171(4361):964-967.

Wiener, N. 1948. Cybemetics: or, control and communications in the animal and the machine.
Hermann.

Zhou, Y., Pearson, J. E., y Auerbach, A. 2005. ¢-value analysis of a linear, sequential reaction
mechanism: Theory and application to ion channel gating. Biophysical Journal, 89(6):3680 —
3685.

Zopf, G., Von Foerster, H., y of Naval Research, U. S. O. 1962. Principles of self-organization:
transactions. Symposium Publications, Pergamon Press.

170



Apéndice

Este apéndice detalla los trabajos en los que se fue gestando el resultado principal y
las ideas circundantes de esta tesis. El primer manuscrito, (M,R) Systems and RAF
Sets:Common Ideas, Tools and Projections muestra como los conjuntos RAF tienen
herramientas analiticas interesantes para estudiar los sistemas (M, R) y los sistemas au-
topoiéticos fue publicado y presentado en el congreso ALIFE XII en 2010. Los siguiente
dos trabajos, A Decomposition Theorem in Chemical Organizations y A Loop Con-
jecture for Metabolic Closure establecen la estrecha relacién entre COT' y los sistemas
autopoiéticos y los conjuntos RAF', ademds de contener las ideas germinales que condu-
jeron al ¢LST'. Estos fueron presentados en el congreso ECAL 2011 celebrado en Paris
en memoria de Francisco Varela. ALIFE y ECAL retnen anualmente a toda la comunidad
de la biologia tedrica. La escritura de estos trabajos motivé colaboraciones internacionales
que culminaron con mi visita al laboratorio fundador de COT, Peter Dittrich, durante va-
rias semanas del 2011, experiencia sumamente motivante y edificante. Durante esta visita
se escribié el dltimo trabajo que presento en este apéndice, Cycles and the Qualitative
Evolution of Chemical Systems, el cual fue publicado en la revista PLoS ONE. Esta co-
laboracién se ha mantenido activa, al punto que no sélo yo he visitado al grupo de Analisis
de Biosistemas de la Universidad de Jena, si no que es posible que durante a fines de 2013
uno de sus investigadores principales, Florian Centler visite el laboratorio de Biologia del
Conocer. Ademas hay un manuscrito en preparacion al Journal of Theoretical Biology
donde se presentard el ¢LST. Por iltimo deseo mencionar que como consecuencia de to-
da esta actividad se ha ido revelando un espacio comin en el que bidlogos y matematicos

de esta facultad podemos trabajar juntos.
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Abstract

There are deep underlying similarities between Rosen’s
(M,R) systems as a definition of life and the RAF sers (Re-
flexive Autocatalytic systems generated by a Food source) in-
troduced by Hordijk and Steel as a way of analyzing autocat-
alytic sets of reactions. Using RAF concepts we have system-
atically explored the set of possible small idealized metabolic
networks, searching for instances of (M,R) systems. This
exhaustive search has shown that the central requirement of
Rosen’s framework, unicity of &, becomes harder and harder
to obtain as the network grows in size. In addition, we give
an expression for operators f, ® and /J in terms of RAF sets.

Introduction

Metabolic closure is easy to introduce informally but rather
difficult to define. Although it is crucial for understanding
living ¢_ganization it was neglected until late in the 20th cen-
tury. The rebirth of the scientific study of biological organi-
zation can be traced back to the 30-year period from 1958 to
1987, which saw the publication of several distinct perspec-
tives on closure, including (M,R) systems (Rosen, 1958), the
chemoton (Ganti, 1975), hypercycles (Eigen and Schuster,
1977), autopoiesis (Maturana and Varela, 1980), autocat-
alytic sets (Kauffman, 1986), and the first Artificial Life con-
ference in Los Alamos in 1987 (organized by Christopher
Langton). There was, however, an almost complete lack of
cross-fertilization between the different schools of thought,
with each theory developed with almost no reference to any
of the others (Letelier et al., 2006; Cornish-Bowden et al.,
2007; Cardenas et al., 2010). The most extreme case of iso-
lation is represented by Robert Rosen (1934-1998), who in-
troduced the concept of (M,R) systems early in his career
to represent biological metabolic networks. His isolation
was aggravated by the intricate nature of his writings, in
which biological ideas were mixed with abstract mathemat-
ics. Furthermore, he expressed his mathematical ideas in
non-standard notations and without any effort to help the
reader by giving examples or offering many needed clari-
fication-.

In re::ent years, we have undertaken a systematic attempt
to understand and explain the core notions of Rosen’s the-

ory (Letelier et al., 2006). We have (a) clarified the re-
lationship between (M,R) systems and autopoiesis (Lete-
lier et al., 2003); (b) reframed Rosen’s original formula-
tion in terms of biochemical networks, with the introduction
of the notion of “organizational invariance” for understand-
ing Rosen’s elusive mathematical operators (such as his 3);
(c) made a clear distinction between (M,R) systems in gen-
eral and (M, R) systems with organizational invariance, a no-
tion that is only implicit in Rosen’s writing (he confusingly
called these “replicative” (M,R) systems); (d) given mathe-
matical and biological examples of simple idealized systems
that can be understood within Rosen’s intellectual frame-
work; (e) clarified how these notions can be used to explore
the origin of living systems and how they should be used in
the context of what has come to be called “systems biology”.
Finally, we have also shown how our formulation of (M,R)
systems can shed light on the problem of the computability
of living systems (Cdrdenas et al., 2010). This short sum-
mary is intended simply to underline how fruitful Rosen’s
view of metabolic closure has become, and to explain why
we feel that the boundaries of our knowledge can be pushed
to qualitatively new grounds by continuing the exploration
of his ideas.

The systematic absence of examples (whether mathemat-
ical or biological) from Rosen’s work has always been prob-
lematical, especially of simple examples that can serve as
heuristic devices for enhancing theoretical research. In this
paper we address the two points outlined above by pointing
out the close relationship between (M,R) systems and a re-
cent theory of living organization based on what have been
called RAF sets. We show how many examples of simple
(M,R) systems can be found by a computer algorithm con-
structed on the model of RAF sets. We discuss how the tech-
nical tools originating in RAF sets can be used to enhance
the research of (M,R) systems, and specifically we address
the problem of the nature and unicity of Rosen’s ® in the
context of RAF sets.

(8%



(M,R) systems

Rosen’s original formulation of (M,R) systems (Rosen,
1958), relied on a view of metabolism as a graph, and on
a very abstract view of enzymes as functions (in the mathe-
matical sense). The metaphor of metabolism as a graph, new
in 1958, has subsequently been adopted by many people,
without attribution to Rosen. The view of enzymes as func-
tions hes not attracted a wide following as Rosen’s formu-
lation seems unnecessarily abstract, without bringing prac-
ticai or theoretical benefits. He used this approach in order
to be able to use category theory for framing his important
intuition about metabolic closure. Although this demanding
mathematical approach has some advantages, as described
in our previous work, we shall not use it here as the funda-
mental ideas exposed by Rosen can be explained using set
theory, 2nd thereby become accessible to mainstream biolo-
gists.

Our analysis of (M,R) systems, together with our exam-
ples, shows that the crucial aspect to understand organiza-
tional invariance is to understand the nature of the equation

o(b) = f

Here & represents the aspect of biological organization that
relates how catalysts are produced by the system. This equa-
tion seems to imply that a living system is organized in such
a way that knowing b (right-hand side of biochemical equa-
tions) should be enough to unambiguously assign the cata-
lysts (represented by f) to the reactions in the network.
Rosen, moreover, requires that there be only way to carry
out this assignment, i.e., that there is only one mapping &
such that ®(b) = f, a demanding assumption indeed. In
other words, that we can reverse the procedure that gives f
back from ®. The reverse procedure is Rosen’s 3, so that

B(f)=2

Mathematically, /3 is just the inverse of the “evaluation at
b” operator that evaluates every function at b. Biologically,
3 repre-ents the mechanisms that specify how the process
of creating catalysts is maintained over time, i.e., organiza-
tional invariance.

To clarify these notions, we created a small metabolic net-
work where they can be embodied in actual molecules that
implement the functions ® and 3 (Letelier et al., 2006).

RAF sets

We now give a brief introduction to the work of Hordijk and
Steel (2004), who constructed a formal framework to study
autocatalytic systems. Their main aim appears to have been
to expand Kauffman’s formalism about autocatalytic sets
(Kauffman, 1993), to respond the criticisms that arose out
of Kauffman’s assumptions. At the same time, their analysis
developed interesting algorithms that handle this expanded

Figure 1: (M,R) system described by a catalytic reaction
graph. Gray squares represent reactions and circles denote
metabolites and enzymes. The black arrows represent chem-
ical transformations while gray dashed arrows indicate cat-
alyzations. This small network also contains a RAF set gen-
erated by the food set (S, T, U).

framework. As a result, they have produced a powerful ap-
proach that can be used to analyze a wide variety of systems,
and here we shall describe how it applies to (M,R) systems.
Their formalism depends on the following two sets: X, the
set of molecules involved in metabolism as metabolites, cat-
alysts or external input material (termed food in the formal-
ism), and Z, the set of rcactions that defines the metabolic
network.

Each reaction r is represented as a tuple (A, B), where
A,Bc X, An B =@, A are the reactants and B the prod-
ucts of reaction r. This formalism is similar to Rosen’s
treatment of enzymes as transformations between two sets
of molecules.

Further, to formalize the notion of catalysis, a specific set
C' (called the set of “catalyzations” by Hordijk and Steel),
is introduced. Each catalyzation c is a tuple {z,7), where
z € X is the catalyst and r € Z is the reaction catalyzed
by z. The similarity with Rosen (1958) is evident, as any
given catalyzation ¢ = (z,r) can be rewritten as ¢ = (z,7) =
(z,(A,B)) = (A,z, B), making transparent the fact that
molecule z catalyzes the reaction A — B.

With the set of catalyzations defined, Mossel and Stee!
(2005) introduced a function - that helps to simplify formu-
lae in later sections:

'YC(A,?”)={ Lif 3z e A:(z,7)eC,

0 otherwise

(H

Additionally, a specific subset of X containing every
molecule that is used but not produced by the metabolism
is denoted F" and it represents the food molecules.

Thus a catalytic reaction system over a food source F' is
composed by a triplet % = (X, 2, C) that defincs the uni-
verse of molecules (X'), the reactions occurring among these




molecules (%) and the identity of the catalyst involved in
each reaction (C) (see Figure 1). The following additional
functions are defined: p(r) = A and n(r) = B, which re-
turn the reactants and the products of any given reaction r,
respectively. With the help of these elementary functions
the same notion can be extended to a set of reactions %'
as p(R") = Urea p(r), where Z' ¢ %. This definition
captures the conglomerate of molecules that participate as
reactants for a set of reactions. A similar definition holds
for w ("), the products of a subset of reactions. With these
ideas, we can define the closure of a subset X’ € X relative
to Z' ¢ % (clg(X'")) as the set of reachable molecules that
can be synthesized by starting from X’ and applying all the
reactions in &’ until no new molecule types appear. Then,
a non-empty reaction subset %' of & is a reflexively auto-
catalytic network over F if p(#') ¢ clg (F') and for each
re%, y(p(Z )ur(Z%’),r) = 1. In other words every cata-
lyst must be produced by a reaction in the same system or be
part of the food set. This definition allows many reflexively
autocatalytic networks in a catalytic reaction system. The
network is F-generated if every reactant is either produced
by the system or incorporated as a food item (i.e. formally
p(%Z) c Fun(R)). A network that is reflexively autocat-
alytic and F'-generated is called a RAF set (see Figure 1).

RAF sets can be understood informally as an interdepen-
dent se. of biochemical reactions where all of the metabo-
lites are produced by the collection of reactions %’. The
advantage of this formalism is that it is precise enough to be
coded in well defined algorithms that check whether a given
reaction subset %2’ € & is a RAF set over some food set F'.
We have implemented these algorithms, and we have created
a simple framework in Lisp and Python, allowing us to carry
out qualitative and quantitative analyses of (M,R) systems in
terms of RAF formalism. Before discussing this, however,
we need to show the extent to which RAF sets and (M.R)
systems are equivalent.

RAF sets and (M,R) systems

Are (M,R) systems RAF sets? The original definition of an
(M,R) system (Rosen, 1958) explicitly requires every cata-
lyst (M in his original symbols) must be produced by the
metabolism (R sub-systems are responsible for this task).
This condition shows that (M, R) systems must be reflexively
autocatalytic (RA) sets. Although, this does not necessarily
imply that a RA set is an (M,R) system, because metabolic
closure requires that no catalyst is given in the food set. In
other words, a RA set is not in general an (M,R) system, but
it may .ecome one if all the catalysts in C' are produced by
the syst=m and are not part of the food set F'.

As (M,R) systems must be open to the flow of matter in or-
der to satisfy thermodynamic requirements, their molecules
derive ultimately from a food source, and they are, obvi-
ously, F-generated in the terminology of RAF sets. So
(M,R) systems without organizational invariance are a sub-

set of RAF sets, as are (M, R) systems with organizational in-
variance. The latter must, however, have additional features
(in the context of RAF) to explain the unusual properties of
operators ® and .

Algorithmic search for simple metabolic (M,R)
systems

In this section we explore the probability of occurrence of an
(M,R) system with a unique assignment of catalysts. For this
purpose we characterized all the possible graphs describing
a systemn consisting of a number # F' of initial molecules and
#Z synthesis reactions between any two molecules in the
system. More specifically, we analyzed systems that con-
formed with the requirement of being (M,R) systems, that
is, we did not allow any catalyst to be food, nor a reactant
nor a product in the reaction it catalyzed.

Attention must be paid to avoid having two apparently
distinct reaction networks exhibiting the same topological
structure. The mathematical term for this is graph isomor-
phism (see Figure 3). Two graphs are said to be isomorphic
when they can be transformed into each other by a simple
relabeling of their vertices. Isomorphic metabolisms can be
grouped under an equivalence class.

Thus, for a given pair (#F, #%) we enumerate the num-
ber of all possible different equivalence classes of reaction
networks. Next, for each one of these reaction networks, we
generated the set of all possible assignments for the catalysts
complying with the restrictions stated previously. But again,
by the argument of relabeling, the set of assignments can be

#

| #F4R) |

Figure 2: Diagram representing an example for the proce-
dure 1o compute results from table 1. In the first step, the
equivalence classes (3 in this example) are estimated for a
given (#F,#%); in the second step, all possible catalysts
assignments for each equivalence class are calculated.
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Figure 3: Three automatically generated RAF sets illustrating equivalence class and multiple catalyst assignments. Systems
(a) and (b) have the same topological structure, i.e. there is an isomorphism from one to the other. Although this might not be
obvious at first sight, a simple procedure of node relabeling transforms the reaction pathway in (a) to the one in (b). In spite of
that, the systems differ in their catalyst assignments, i.e., even with the additional rules imposed by (M,R) systems, it is possible
to make different choices when assigning the catalysts. System (c) has the same number of elements in the food set and the
same number of reactions, but it belongs to another equivalence class.

also divided into equivalence classes (see Figure 2). Table 1
shows for (#F, #4%) the number of metabolic equivalence
classes and the interquartile range' of the number of assign-
ments. It can be seen that the number of possible assign-
ments grows steeply with the number of reactions, so that it
becomes more and more difficult to have a unique ®(b) = f
(Letelier et al., 2006).

There are some cases in which the range includes the crit-
ical val.e 1, which implies organizational invariance. Al-
though, if we increase the number of food elements and
leave the number of reactions unchanged, the generated re-
action networks become shallower, and so we can consider
the complexity of the network to be reduced and therefore
the degrees of freedom of the assignation process are also re-
duced. In principle we could separate the trivial cases from
those in which the unicity of the assignment reflects organi-
zational invariance.

Rosen’s triad in RAF formalism

The RAF formalism is not only useful for exploring the land-
scape of possible (M, R) systems, but it can also help to clas-
ify somz core concepts of (M,R) systems, namely Rosen’s
triad: f, P and 3.

To explore the potential of the RAF formalism, we ana-
lyze the old problem in the theory of (M,R) systems of how

"This refers to the range in which data falls after removing
lower and upper 25%, thus giving a notion of the amplitude of the
mean vaiues

to treat molecules as functions. Consider the following bio-
chemical reaction:

M
X+yYy—W+2

According to Rosen, this is the manifestation of the follow-
ing function:

MeMap(X xY,W x Z)
M: XxY>W=xZ

(z,y) > (w,2)

The input elements are derived from the cartesian set X x Y
that contains all the molecular types that, because of their
structural similarities, can be used by the enzyme M as sub-
strates. Our RAF-derived formalism extends the domain of
function M to the whole set of molecules as follows: M is
a function that, when given a set of molecules with the re-
actants, e.g. (..., ,...,¥,...), returns a set containing ele-
ments w and 2. But if the original input set lacks elements z
or y, we have M (input set) = @. Interestingly, with this for-
malism any molecule in the network (z € X) can be treated
as a function operating on any subset (X’ ¢ X) as follows:

z(X") = 7(r,) provided that p(rz) € X’

where r,. stands for the reaction that z catalyzes. If z cat-

alyzes more than one reaction®, then the above definition can

*This multifunctionality seems to be necessary for (M,R) sys-
tems (Letelier et al., 2006).
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Number of Number of reactions
food molecules 3 [ 4 | 5
2 4 2219 12-24 | 136 144-216
2 10 14172 12-31 | 685 216-324
4 8 16|75 1-36 | 933 204432
5 2 1-1137 134 | 577 1432
6 1 1-1]11 1-1 | 212 1-1

Table 1: Number of metabolic equivalence classes and the interquartile range of the number of their possible assignments. The
number of equivalence classes increases dramatically with the number of reactions.

be generalized to:

(X )={zi: zien(r) | (z,7)eC A
p(r)c X'y (2

Note that defining z only requires the set of reactions each
molecule catalyzes, not the whole reaction network. This
means that every molecule-as-a-function definition depends
only or local information.

In our earlier work, the following small metabolism was
used as a testbed for exploring concepts related to (M, R) sys-
tems.

5+ T 2% 5 (3)
8+ 022, 517 (4)
ST+ U 25 sTU ®)

Then, treating every molecule as a function we have:

SU(S,T) = {ST}
STU(S, U, T) = {SU}
U(S,T,U,ST,STU) = @

The last equation means that molecule U cannot transform
the given mixture, because U is not a catalyst in the given
metabolism. That said, we shall now analyze how concepts
like f, ® and 3 can be expressed with these ideas.

Metabolism: f

One of the basic equations in Rosen’s model is f(a) = b,
in which a represents the input materials (food set) needed
by the organism to produce the complete set of metabo-
lites and enzymes (b), i.e., every molecule reachable by the
metabolism. Therefore, the function f is related to the no-
tion of closure (clz/(X')). To be able to define f in our
terms, let us define function expand.

expandx (X") = X'u | z;(X")

z;eX

(6)

Moreover, let us define how a molecule set (X’) can be
applied to another molecule set (Y').

X'(Y') =

e )

Y’ if expandx:(Y') =Y,
X'(expandy,(Y")) otherwise

Thus, we use a molecular set as a function (distinguished
from regular molecular set by a “semi-arrow”) by repeatedly
applying expand until no further additions occur. With these
two last definitions, for any given catalytic reaction system
L=(X,Z,C), f(a) can be defined as:

f(a) = catalysts(C)(a) = b (8)

where catalysts is a function that returns every catalyst in
the given catalyzation set C (caralysts(C) = {z : (z,7) €
C}). The function caralysts is not required, as non-catalyst
molecules do not modify the result. But it is used here as
Rosen’s formalism considers only catalysts as the core com-
ponents of the metabolism.

Replacement: &

The formulation of & under RAF sets is more elaborate
as we need to generate a function that using b as an in-
put returns function f. The basic idea is to create mathe-
matical objects that somehow keep track of which catalysts
are produced and how these are created as a result of the
metabolism. To begin we introduce operator Op. This oper-
ator returns the subset of molecules X" ¢ X' that can act as
catalysts upon the molecules in X’ (the given molecule set).

Op(X")={zeX :2(X")+ 2}

Then, for any given catalytic reaction system L =
(X,%,C) over a food source F', ®(b) will be defined as

®(b) = Op(clz(b)uF) = f ©)

where ¢l (b) is the closure of b relative to the reaction set %7
as defined above. Therefore, @ returns the catalyst set that
are reachable from b as a function (f’), because the “semi-
arrow” over the expression transforms the resulting set into
a function. Thus, f’ is operationally equivalent to function

1.




Organizational invariance: 3

Finally, it remains to define (8, which should take the
metabolism f as input and give us the replacement system .
The function § receives a hypothetical metabolism f' in the
form of a function, thus our first step will be to find which
catalysts can be related to that function f'. For that purpose,
let us d~fine the function ¥ that given a molecular set b and
a function f, returns every reaction catalyzed by molecules
in b, which produces part of the result of f’ applied to F.

v(b,f',F)={r:vy(buF,r) =1}

By using a new function u, we filter out those reactions
that cannot take place given the molecule set of interest (bu
).

p(b, f'\FY={rev(b, f F):
p(r)cbuF} (10)

This equation gives the reactions that are related to f’,
therefore 3 can be defined. For simplicity we shall define it
as applied to a molecular set b.

B(f)(8) = Op(cly(s,p,r)(b) U F) (11)

This formula is similar to that of @, the main difference be-
ing that it uses function y to obtain & instead of using %
directly. In this way [ returns a function that, used in an
{M,R) s:'stem, would relate unequivocally to @.

Conclusion

A formidable challenge for using (M,R) systems as a frame-
work for modeling biological systems has been the lack of
operational definitions for the important functions f, ¢ and
B. Here we have presented various definitions for those
functions that can be used for any catalytic reaction system.

An important unresolved matter is to make explicit how
Rosen’s equations can be fulfilled using concepts and def-
initions imported from RAF sets. Suppose that a given
molecule set X and reaction set B compose an (M,R) sys-
tem, how can that be proved using RAF-derived functions?
First, let us distinguish a particular subset a of X, which
contains every molecule that is not a product or a catalyst
for any reaction. Then, we can write:

fla)=b

This signifies “let the molecular system evolve until no fur-
ther novelty can be produced”. Now, we should expect that
using th: produced molecules as function will have the same
effect a- using f. In our terms, that means:

B(b)(a) = b

This has the important consequence that f becomes equiva-
lent (operationally) to ®(b) in this molecular system.

£, as introduced here, does not explain Rosen’s basic re-
sult (3(f) = &, which means that @ is uniquely determined
by f). The definition of 3 and all associated formulae cannot
explain Rosen’s result, they merely serve as formal language
that could help us to operate on modern metabolic data using
Rosen’s viewpoint.

Since the beginning of the 21st century there has been a
resurgence of interest in the work of Robert Rosen, but it is
not easy to understand and it is not apparent how to advance
in a theory full of powerful but often obscure ideas (Lete-
lier et al., 2006). Many attempts have been made to find
the route to be followed in developing the theory (Wolken-
hauer and Hofmeyr, 2007). Here we apply another formal-
ism (RAF sets) that could be useful for clarifying the nature
and properties of the operators f, ® and 3.

Finally, we have the caveat that living systems are not
mere “soups of letters”, and their complex properties are due
to more than some combinatorics among molecules. It is ap-
parent that to advance in our understanding of living organ-
isms, it will be necessary to include further considerations
into our current theory. These could be geometrical, ther-
modynamical, topological, or even merely historical, that
is, relative to how life has come into existence, and later
evolved here on Earth.

The RAF formalism may usher in an era in which the the-
ory of (M,R) systems will demand reasoning tools that begin
to resemble category theory more and more... Rosen would
be amused!
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Abstract

The Chemical Organization Theory (COT) is an abstract reac-
tion n=twork model that has a deep connection to autopoiesis
as they share the same central topic: Organization. The main
characteristic of autopoietic systems is that they preserve their
own organization; this constitutes their identity. In terms of
COT, organizations are special reaction networks which are
closed and self-maintaining. Organizations compose the ma-
jority of stable behaviours of a reaction network (Peter and
Dittrich, 2011), in particular every fixed point can be mapped
to an organization (Dittrich and Di Fenizio, 2007). Obtain-
ing the set of organizations of a network is a central objective
in CCT, but it is usually a complex computational task. This
work ntends to reveal the underlying mathematical structure
of organizations. We state a theorem of decomposition for or-
ganizations to understand the difficulties of verifying if a set
of molecular species is an organization. This suggests a step
towards the development of more efficient algorithms and the
classification of reaction networks in terms of how complex it
is to obtain its set of organizations. We also discuss the con-
sequences of this theorem in relation to autopoietic systems.

Introduction

During a 30-years period, from the 1950’s to the 1980,
the field of biological systems and their generalized prop-
erties saw the birth of multiple theories (Eigen and Schuster,
1977; Kauffman, 1969; Maturana and Varela, 1973; Wiener,
1948; von Bertalanffy, 1968; Rosen, 1958). A wealth of for-
malisms were laid out, which focused on different perspec-
tives on the fundamental properties of living systems, but
as it was to be expected, there have been deep similarities
between most of these theories (Hordijk and Steel, 2004;
Jaramillo et al., 2010; Letelier et al., 2003).

Since their conception, most of these theories have been
consigned to the theoretical domain having little incidence
in appli=d sciences, with the possible exception of what is
current’ 7 known as systems biology.

This situation may be because the process of translation
between the language employed in these theories and the
language commonly used in biology is not trivial (Cornish-
Bowden et al., 2007). The chemical organization theory,
inspired by Fontana and Buss (1994), provides an interest-
ing departure from this tendency as it provides a language

which is not only clear and well-defined but also corre-
lates directly to the biomolecular domain. Due to its math-
emathical foundations theorems can be formally proven and
developed (Benkd et al., 2009; Peter and Dittrich, 2011;
Peter et al., 2010). Also, COT is a powerful tool to an-
alyze the asymptotic behaviour of reaction networks that
other analytic or simulation methods cannot cope with. In
particular, the chemical organization theory has been ap-
plied to biochemical domains (Centler et al., 2008b; Kaleta
et al., 2006; Matsumaru et al., 2006), atmospheric photo-
chemistries (Centler and Dittrich, 2007), and as a tool for the
study of P-systems (Peter et al., 2010). It also has been pro-
posed as a theoretical framework to design chemical com-
puters (Matsumaru et al., 2007), and recently, for the study
of social systems (Dittrich and Winter, 2008).

Thus, COT is very well suited to study autopoietic
systems as both theories focus on the problem of self-
maintaining organizations. At first it may seem inappropi-
ate that a theory developed around artificial chemistries may
be used to study autopoietic systems, but it should be noted
that autopoietic systems are not obliged to a molecular struc-
ture or realization, that just happens to be the case of liv-
ing organisms. Furthermore, the “protobio” (Varela et al.,
1974) was both an early attempt to simulate autopoietic sys-
tems and an artificial chemistry. Therefore, any advance in
COT might be transported directly to the theory of autopoi-
etic systems, independent of the domain in which they are
actually realized.

In this paper, we first introduce COT and its relation to
autopoietic systems. Then, we present a decomposition the-
orem [rom COT and finally analyze ils consequences for the
long-term time behavior of biological systems.

Autopoiesis and Chemical Organization
Theory

Autopoiesis was developed as a theory for living systems
by Maturana and Varela (1973). The central idea is that
a living organism is a machine, constituted as a unit in
space, which maintains its organization through its opera-
tion. Moreover, a living organism performs a set of pro-



cesses which generate the components necessary to realize
these processes. Thus, the notion of organization as a net-
work of interacting components which stabily maintains it-
self in time is of most importance in this theory. Hence, a
theory which concerns itself with such a concept may relate
closely to autopoiesis.

The COT, which was introduced in Dittrich and
Di Fenizio (2007) in the context of algebraic chemistries, is
a mathemathical theory, that by using the structures of sets
and matrices, is able to formalize chemical reaction systems
at a topological and dynamical level. In this theory, an or-
ganization is a reaction network which has the potential of
being s-If-maintaining and thus matches very closely to the
definition given by Maturana and Varcla. Morcover, as “an
autopoietic system is an homeostatic machine which has its
organization as the variable it maintains constant”, organiza-
tions must be stable in time. The COT explores these consid-
erations and has already had important results in this regard.
In particular, in this work we present a decomposition the-
orem for organizations. In order to present our main result,
we must first introduce the basics of COT.

Chemical Organization Theory
Basic Definitions

At the most basic level of this theory, we deal with two
types or objects: molecular species (from now on species)
and reactions. The species are the elements of a species set
M = {ma,...,m,}, and each reaction R is modeled by
apair R = (A4, B) € Pp (M) x Ppr(M), where Ppr(M)
denotes the set of all the multisets formed by elements in M.
A multiset is defined by a pair (X, nx ), where X is a set and
the function iy : X — Ny states the number of ocurrences
7x () (multiplicity) of z in the multiset. In order to be con-
sistent with the usual notation of chemical reactions, we will

write th> multiset (X, nx) by 3 nx(z)z. Moreover, we
zeX
will refer to the reaction R = (A,B)by R = A — B,

where A = (M, n4) and B = (M, np).

From now on, let R = {Ry,..., Ry}, where R; = A; —
B;, with 4; = a¥'my + ---a*™m, and B; = blm, +
by, fori = 1,....,kand j = 1,...,n. @” corresponds
to the stoichiometric coefficient of m; in reaction R;, that
is, the multiplicity 74, (m;) of molecule m; in A;; b is
defined in a similar way. Now we can define an Algebraic
Chemistry, which captures the notion of system, as follows:

Definition 1 An Algebraic Chemistry is a pair (M, R).

A species m € M is said to be present in a multiset
{X,nx, € Par(M) if and only if its multiplicity nx (m),
is greater than zero. The reactants and products of a reac-
tion R = A — B are the species present in A and in B
respectively. The reaction R can be fired by aset X C M if
and only if all species present in A are in X,

From now on let X C M. Note that there exists a maxi-
mal set of reactions R x C R which can be fired by X. Ry

is composed by the reactions R; = A; — B; such that, if
m is present in A;, then m € X. We call Ry the possible
reactions set of X.

In order to deal with the dynamical aspects of any system,
it is desirable that the system maintains its identity. This
leads to the question of whether the system, left to react
for an arbitrary amount of time, will generate species which
where originally absent. Note that in a general chemical set-
ting, in which no species will be used up completely, all
the reactions that can be fired will firc at somc positive ratc;
therefore, it suffices to check if the set of possible reactions
for the system produces any novel species. If it does not, we
say that the set of specics is closed. The following definition
states this formally:

Definition 2 We say X is closed if and only if for all R =
A — B € Rx, mis present in BB implies m € X. Let
Ger(X) be the closure of X, then it is the smallest closed
set containing X.

Remark The closure of a set has been proven to be
unique (Dittrich and Di Fenizio, 2007).

Thus, any given set of species will react growing in qual-
itative novelty until it reaches its closure, but it is unclear
whether the set will be stable in time, considering that dur-
ing reactions species are consumed and their concentration
could drop to zero. This motivates the study of dynamical
properties of sets of species.

Dynamical Aspecis

The stoichiometric matrix S = (s;;) associated with
(M, R) is a n x k matrix, where s;; is the stoichiomet-
ric coefficient of species m; in the reaction R; (s;; is neg-
ative if species m; is consumed by reaction R;). Indeed,
si; = b7* — a’*. The stoichiometric matrix is at the core of
current systems biology (Schuster et al., 1999; Schilling and
Palsson, 1998) and its properties have been extensively stud-
ied (Kacser and Burns, 1973; Heinrich and Rapoport, 1974).
Let the flux vector v = (v, ..., vx) be a non negative vector
such that the application of v on the stoichiometric matrix S
represents a reaction process, i.e. fori = 1,..., k, the rate of
the reaction R; in the system is given by v;. We define the
production rate vector by f = Sv. Thus, fori =1, ..., n, we
have that f; is the rate of production of the species m; in the
reaction process determined by v.

We can describe the dynamics of the species concentra-
tions x = (X1, ..., X, ) by the system of ODEs

x = Sv(x, k), (1)

where according to mass-action kinetics

T

iq

V; = ki H XJ-‘J
j=1



fori =1,...,k, isthe flux, and k = (k,, ..., ki) is a strictly
positive vector denoting reaction rate constants. We call
ODE (1) a chemical reaction system.

In order to relate the statical domain with the dynamical
domain, we introduce the idea of abstractions and instances:

Definition 3 The abstraction of state X is the set ¢ (x) with

¢ :RSy = P (M)

X ¢ (x) ={m;eM: x;>¢}, (2
where RY denotes the set of non-negative real numbers,
and € is a concentration threshold. Moreover, given a set of
species X C M, a state x is an instance of X if and only if
its abstraction equals X.

Chemical Organizations

The following definition is at the core of chemical organiza-
tion thenry:

Definit:on 4 A subset of species X C M is an organization
if and only if

1. X isclosed and

2. X is self-maintaining, i.e. there is a strictly positive flux
vector v so that
Sxv>0

where S x is the stoichiometric matrix associated to the Al-
gebraic Chemistry (X, Rx).

Organizations are sets of species which cannot produce new
species by their possible reaction set. Also, it is possible
that during the operation of an organization, the concentra-
tion of none of the species decreases; thus, an organization
either maintains itself in time or grows in terms of the con-
centration of its species. This definition shares fundamental
properties with that of autopoietic systems to the extent that
all autopoietic systems are organizations. Note that not all
organizations are autopoietic systems as an organization that
keeps growing is not homeostatic and will eventually rupture
its container. This motivates the study of the fixed points and
other at'ractors of the chemical reaction systems.

The :ollowing theorem relates fixed points and organiza-
tions'.
Theorem 1 If x is a fixed-point of the ODE (1), i.e.
Sv(x,k) = 0, then the abstraction ¢(x) is an organization.

Fixed points are related to the dynamic stability of chemi-
cal systems. Moreover, since fixed points determine most
of the characteristics of the dynamic systems they belong
to (Strogatz, 2000), Theorem 1 provides a link between the

'Proof can be found in (Dittrich and Di Fenizio, 2007).

long-term behavior of a chemical reaction system and its un-
derlying reaction network. This allows the study of the sys-
tem’s dynamics by the chemical organization theory. Fur-
thermore in (Peter and Dittrich, 2011), Theorem 1 is ex-
tended to other stable asymptotic behaviours such as peri-
odic orbits and limit cycles. In addition, the necessary condi-
tions for the existence of adequate flux vectors are explored
in (Peter et al., 2010). Note that a fixed point in this con-
text does not refer to thermodynamic equilibrium but to the
maintenance of the size of the system in terms of the number
of its components. The question about stability refers to the
conservation of the structure or organization of the processes
in a given timescale as the system is also subject to an evolu-
tionary dynamic which can lead to change or desintegration.
Now that we have introduced the idea of organization and
shown some relevant aspects, we will focus on our main re-
sult; the decomposition theorem.

Species Role in a Network

The idea behind the role of a species is that it can be classi-
fied in relation Lo a set of species by how it behaves in the
set of possible reactions.

Reactivity and Catalysts
Definition 5 Lerm € X, then

e m is non-reactive w.rt X if and only if for all reactions
R= A — B € Rx, misnot present in A nor in B.

e m is a catalyst w.rt X if and only if for some reaction
R = A - B' € Rx, mis present in A and for all
reactions R= A — B € Rx, A(A,m) = A(B,m).

o m is reactive w.r.t X if and only if for some reaction R' =
A’ = B' € Ry, m is present either in A’ or in B’ and
for some reaction R = A — B € Ry, A(A,m) #
A(B,m).

We say that Y C X is a non-reactive, catalytic or reactive
set of X, if for all m € Y, m is non-reactive, a catalyst or
reactive w.r.t X respectively.

The following lemma is straightforward

Lemma 1 There is a unique maximal non-reactive, cat-
alytic and reactive set of X.

Definition 6 The maximal non-reactive, catalytic and reac-
tive sets of X are called the non-reactive, catalytic and re-
active sets of X respectively.

Overproduction

Definition 7 Consider the  Algebraic Chemistry
(M,R) and a non-negative flux vector v such that
(Sv)i = £ > 0fori = 1,...,n. Iff; > 0 for some
j = 1,..,n, we say thar m; is an overproduced specics
in (M, R).



Overproduced species have a positive production rate for
certain flux vectors which do not lead to the consumption
of any other species. We remark that on the one hand, the
definition of overproduced species does not demand that the
system is self-maintaining because the flux vector is only
requirec to be non-negative, but on the other hand, overpro-
duced ¢ secies definition not only requires the non-negative
production of all the species, but also the positive production
of at least one species. Thus, overproduced species are the
species that can be indefinitely produced by some reaction
pathway. Note that although this seems to violate the law
of mass conservation, real systems require a constant input
of mass or energy, and thus, it is usual when simulating or
analyzing chemical networks to include an outer source of
mass which does not decrease when consumed by a reac-
tion. The relevance of these species is that they can actually
be overproduced without consuming any of the inner species
of the system; hence, they embody the notion of input. The
following lemma is straightforward.

Lemms 2 Let an overproduced species m € X in
(X,Rx). If X CY, thenm is overproduced in (Y, Ry ).

Corollary 1 If X is a set of overproduced species in
(M, R), then its closure Gg . (X) is also overproduced.

Lemma 3 There exists a unique maximal set F' of overpro-
duced species in (X, Rx).

Proof If there are no overproduced species in X then the
maximal overproduced set is the empty set. Otherwise
the set -ontaining all the overproduced species in (X, Rx)
leads to a maximal overproduced set. Now we are going to
prove that the maximal overproduced set is unique. Suppose
that there are two maximal overproduced sets Fy, Fp € X
and Fy; # Fb, let vy, va the flux vectors required to ver-
ify the overproduced property of F and F, w.r.t (X, Rx)
respectively. Trivially, v; + va verifies the overproduced
property of F1 U F» wrt (X, Rx), and F; C Fi U F3 for
i =1, 2. As the inclusion is strict we have a contradiction.

Definition 8 The maximal set of overproduced species F
with respect to X is called the overproduced set of X.

Remark Consider the situation of adding a species m to an
organization Q. The fact that m is overproduced in O" =
O U {m} does not guarantee that O’ is an organization. For
example, consider the set of species O’ = {a,b,c} and the
set of reactions

Ri=a—=b Ry=b—a,
(3)
Ri=a+c—a+2, Ri=b+c—0.
We have that O = {a,b} is an organization, ¢ is overpro-
duced i @', but O’ is not an organization.
Ther, at first sight the overproduced species could be seen
as a uscless definition concerning the sclf-maintainance of a
reaction network because the overproduced species (c in the

example) can catalyze the consumption of species that can-
not be recovered in the network (b through reaction 1, in the
example). However, the identification of the overproduced
molecules of a set X simplifies the verification of the self-
maintaining condition of any set that contains X . Indeed in
the example above, we have that ¢ is overproduced in {a, c},
thus we can avoid the calculation of the production of the
species ¢ when verifying the self-maintainance of O”.

Roles and Organizations

From now on let N, E, F the non-reactive, catalyst and over-
produced set of X respectively.

Definition 9 X — (F'U E U N) is the potential active cycle
(PAC) of X wrt F.

Remark For any given flux vector which verifies the self-
maintainance of X, the PAC has a production rate equal
to zero. But PAC should not be confused with the set of
species with a production rate equal to zero. Indeed, the non-
reactive and catalytic species have a production rate zero, but
they do not belong to the PAC. The following lemma states
that no species can be only produced or only consumed in
the PAC of an organization:

Lemma 4 Let C be the PAC of X. If X is an organization,
then for every m € C we have that m is consumed by some
reaction R € Rx and produced by other reaction R' € Rx.

Proof Let m € C, then m cannot be non-reactive either cat-
alyst. As m has production zero, then m is a reactive species
w.r.t X. Then, there must exist a reaction R = A — B €
Rx st A(A,m) # AB,m). If A(A,m) > A(B,m),
as X is an organization, there has to exist some reaction
R = A — B st A(A,m) < A(B',m). On the
other hand, if A(4,m) < A(B,m), as m is not overpro-
duced (because m € C), there has to exist some reaction
R = A" - B st A(A',m) > A(B',m).

PAC and Dependent Connectivity

We are going to define a special notion of connectivity
which will allow us to separate the PAC of a set X in a
number of partially non-overlapping sub-PACs, such that
the self-maintainance of X can be studied from the self-
maintainance of the sub-PACs. From now on, let X be a
closed set?.

The following definition of connectivity appears in (Centler
et al., 2008a):

Definition 10 Two species m; and m; in X are directly
connected in (X, Rx) if and only if there exist a reaction
R= A - B € Rx such that {m;,m;} C AU B.

*Verifying the closed property, and obtain the closure of
a set of species is trivial compared with verifying its self-
maintainance (Centler et al., 2008a)



Definition 11 Two species m; and m; in X are connected
in (X, Rx) if and only if there exist a sequence of species
my,...,Mp € X such that m; = mg, my and My are
directly connected in (X, Rx) forallk = 0,...,p — 1 and
mp = mJ

‘We present a more restricted notion of connectivity than def-
inition 11. This restriction only connects species that are
non-independent when verifying self-maintainance.

Definition 12 Two species m; and m; in X are dependently
connected in { X, Rx) if and only if there exists a sequence
of species my, ...,mp € X — (E U F) such that m; = my,
my, and my. are directly connected in (X, Rx) forall k =
0,...,p—land my, = m;.

Figure 1: Following definition 11, both networks A and B
are fully connected. Note that in A, the self-maintainance
of C; = {z,y,c} and Cs = {z,w, ¢} are independent. The
same siivation occurs in B with sets C] = {z,y,0} and
Chy = {z,w,0}. Dependent connection allows to connect
all the species in C; without connecting them to species in
(5 and viceversa because C and (' are connected through
a catalyst. Analogously C} and C} are not dependently con-
nected because they are connected through an overproduced
species.

Lemm> 5 Let m,m € X. m is dependently connected in
(X, R ) to m if and only if ™ is dependently connected in
(X, Rx) tom.

To continue, we need to mention that a computer science
formalism called Petri Nets (Murata, 1989), has been con-
sidered as an interesting source of insights for the biochemi-
cal pathways research (Reddy et al., 1993, 1996). Petri Nets
arose from the necessity to formalize concurrent processes.
We will incorporate some fundamental topological parame-
ters of Petri Nets to our analysis: the set of input transitions
of a place and the set of input places of a transition.

Definition 13 Let m € M. We define
Act(m,R) ={R= A — B € R|mispresentin A}.

We say Act(m,R) is the activable set of reactions of m in

Definition 14 Let R = A — B € R. We define
Req(R) = {m| m is present in A}.

We say Req(R) is the required set of species of R. Further-
more, for a set of reactions S C R we define

Req(S) = | ] Req(R).
ReS

The set of input places in Petri Nets corresponds to the
set Req(-), and the set of input transitions corresponds to
Act(-, R).

Definition 15 We define Causal’(m,Rx) as the set of
dependently connected species in (X,Rx) to m, and
Causal(m, R x) = Reg(Act(Causal*(m, Rx))).

The following lemmas are derived straightforward from
lemma 5 and definition 15:

Lemma 6 Let m,m € M. m € Causal®*(m,Rx) if and
only if

Causal*(m,Rx) = Causal® (M, Rx).

Lemma7 let R € Ry, mm € X — (EUF) sr
m ¢ Causal(fn,Rx). If R € Act(Causal(m,Rx) N
Causal(mn, Rx),Rx) then R € Reyr.

Causal®(-, ) provides a way to split a set X of species in
dependent connected subsets. It is necessary to identify a
the catalytic set F and the overproduced set F' to generate
such separation. The more elements are in £ U F, the more
chance of recognize the independent causal connected sets
we have.

Lemma 8 Let D be the PAC of X. Then

D= U Causal™(m, Rx)
meD

Proof Note that D C |J Causal’(m,Rx). Letm €
meD
U Causal’(m',Rx), then for some species m’ € D we
m'eD
have m is dependently connected to m/, then m’ is also de-
pendently connected to m. This means m is a reactive, non
overproduced, and non-catalytic species. Then m € D.
From now on we let D C X be the potential active cycle

of X.

Definition 16 Any ser D' C D st D =

J Causal*(m,Rx) is called a base of D. Any
meD’
minimal cardinality base of D is called a minimal base of

D,

Lemma9 Let D', D" be two minimal bases of D. Then
every species in D' is dependently connected to one and only
one species of D",



Proof et m € D’ and suppose that there is no
species in D" dependently connected to m. By corol-
lary 6 we have Causal*(m,Rx) is not contained in
|J Causal”(m,Rx). Then there has to be at least one
m'eD"
species dependently connected to m in D”. Now sup-
pose there is more than one species dependently connected
to m in D”. Let my,ms € D" such species. As m;
and m. are dependently connected to m, then m; and
mq are dependently connected. By corollary 6 we have
Causal*(my,Rx) = Causal”(ma, Rx). Then D" is not
a minimal base of D.

A minimal base of D is a set which generates all the non
dependent sub-PACs of the D. We are going to prove that the
self-maintainance of a potential active cycle can be obtained
from the self-maintainance of its non dependent sub-PACs.

Lemma 10 Let D' a minimal base of D. Then

Act(D,Rx) = U Act{Causal®(m,Rx), Rx).
meD’

Proof Note that

| Act(Causal* (m,Rx), Rx) € Act(D, Rx).
me D’

Let R ¢ Act(D, Rx) then for some m € D we have R €
(m, Rx ). From definition 16 we have that there is m’ € D’
s.tm € Causal” (m’, Rx). Then by corollary 6 we have

R € Act(Causal"(m', Rx), Rx)

Decomposition Theorem for Organizations

Theorem 2 Let D' = {i, ..., 74} a minimal base of D.
Fori=1,...,dlet

D; = Causal(mi,Rx),
F; = Causal(m;, Rx) N F.

Let ) - Y ={0 - y/y € Y} X is self-maintaining
if and only if for all i = 1,...,d we have that D; is self-
maintaining in the subnetwork (D;, Rp, U® — F;).

_d
Proof =: Let F = |J F;. Note that X is self-maintaining

=1
in (X, Rx) if and only if X is self-maintaining in (X, R x U
§ — F). Let v be a vector which verifics the self-
maintai ance of X in (X,Rx). Let Act{D;,Rx) =
{Ra;, ..., Ry}, then ¥ lead to a non-negative production on
all the species of Causal™ (m;, Rx) where

go= 4 Vi if 1 = a; for some 7,
Y710 else

As the rest of species belong to F, to reach their non-
negative production we use the reactions in ) — F.

«=: Let vy, ..., vq the flux vectors which verifies the self-
maintainance of (D;, Rp, U @ — F;),i = 1,...,d and v¥
the flux vector which verifies the potential overproduction
of F w.r.t X. Then there exist a non-negative number /3 s.t

d
BvE + 3 ¥ verifies the self-maintainance of X, where v;
i=]
is the flux v; represented as a flux vector for R x, i.e. com-
pleted with zeros in the coordinates representing reactions

that are notin R p, .

Corollary 2 Let D' a minimal base of D. Then X can be
non-overlapping decomposed (partitioned) as

X=NUEU FUD;U---uDj. )

With D} = Causal*(m;, Rx), and m; the i—th element of
D', Moreover X is self-maintaining if and only if EUFUD;
is self-maintaining fori =1, ...,d.

Stability, COT and Autopoiesis

Living organisms are systems far from thermodynamic equi-
librium, therefore the question about stability refers to the
conservation of the organization of the organism’s pro-
cesses. This issue requires some attention, as the processes
an autopoietic system are homeostatic in essence, but they
are always potentially subject to dramatic changes. A clear
example of this is the cell cycle, which is driven by cyclic,
i.e. non stationary, processes like the cyclins proteins family
expression patterns. In relation to this, the autopoiesis the-
ory describes living organisms as processes that produce the
components that give rise to those processes, where some at-
tributes are preserved and others may change (Varela et al.,
1974) allowing a structural drift (Maturana and Mpodozis,
2000). Therefore, in a way, autopoietic systems are not
obliged to exhibit stability in the long run.

The basis of structural drift in biochemical networks is
metabolic regulation. This is managed by the modulation of
enzymes expression and also by means of a co-catalysis phe-
nomenon in which coenzymes and regulators interact with
the enzyme structure-function relation. This metabolic regu-
lation determines the cell’s developmental direction between
a wide range of possible organizations. In order to illustrate
this idea, imagine a system following an attractor when sud-
denly the concentration of a given regulator reaches a level
that triggers a deep change in the structure of the network.
Now, the attractor mentioned above is absent and the system
takes a different pathway in which another phase space shift
can occur. If this process becomes cyclic, the entire loop can
be described as a limit cycle, but a decomposition of phase
space in a set of contextual mini phase spaces that emerge
in different regulatory scenarios could contribute both to
the understanding of biological operations as to the algoe-
rithms research in biology inspired AC simulations. There-
fore, in the COT, the changes in structure can be represented
as changes in the phase space, leading to a dependence of
phase space with the state of enzymes and regulators.



Some future goals in biologically inspired AC are the
study of cyclic behaviour and autopoiesis theory’s structural
coupling. Preliminar studies concerning artificial autopoi-
etic systems have been done in (Peter et al., 2010), by mak-
ing use of the P-systems formalism. A P-system is formed
by a set reaction networks, each one enclosed by a mem-
brane. The reaction networks can interact diffusing particles
through membranes. In particular, it is shown how a bistable
cyclic process can be reached among two different unstable
reaction networks, by exchanging in low rates their subprod-
ucts, i.e. forming together an organization.

Conclusions

In this paper we have shown how the chemical organiza-
tion theory connects deeply to notions of autopoietic sys-
tems. Moreover, every autopoietic system is an organiza-
tion, and thus, theorems derived for organizations are valid
for autopoietic systems.

We introduce the notion of the role played by a species in
a subnetwork of an reaction network. The different possible
roles that a species can play in a subnetwork (non-reactive,
catalyst, overproduced, active cyclic) give information about
the structure of the subnetwork (lemmas 1, 3 and 4). We also
introduce the notion of dependent connectivity in a reaction
network (definition 12), which is useful to split a reaction
network into the minimal parts required to verify the self-
maintainance (Theorem 2). This theorem helps to simplify
the organization verification not only by decomposing the
set, but also when we keep track of the decomposition of the
set to verify the self-maintainance of sets that contain it.

The fact that an organization can be subdivided into self-
maintaining subnetworks which are mostly independent one
from arnother (and not necessarily closed), is both striking
and noi:zworthy. The decomposition theorem stated in this
work shows that the long-term behaviour of an organization
can depend on sets of species whose states are weakly cou-
pled. This result opens new paths of analysis for a broad set
of fields, [rom metabolic dynamics to ecological networks.
This result also relates directly to a debated subject which is
the composition of autopoietic systems by other autopoietic
systems.

At this point a comment on the domain of applicability
of this theorem is convenient. On some cases, like reac-
tive flow systems wherc therc is a spontancuous decay of
every species, the decomposition is trivial, i.e., the system
cannot be further subdivided. This is because each species
of an organization would be overproducible (to counteract
the decay). So, this paper addresses those systems where
some species take part in reactions but do not decay spon-
taneously. In the case of living systems, every molecule de-
cays spontaneously or, equivalently, dilutes when the sys-
tem grows. This seems to make an argument towards the
unapplicability of the decomposition theorem to living sys-
tems. However, the fact that every molecule decays in a

living system is only revelant at the right timescale. For
a smaller timescale some molecules do not decay. There-
fore, it is important to examine living systems at different
timescales. Choosing a very long time scale, basically no
system would continue to exist so that autopoiesis would not
become visible. While with a smaller timescale more and
more elements (molecules) would become stable and would
not decay spontaneously. Here is where the decomposition
can potentially be applied.

This decomposition theorem is suggested as a starting
point for the complexity analysis of the organization ver-
ification problem as well as for the classification of reac-
tion networks in terms of how complicated it is to compute
their organizational structure. Although this is a relevant
result for current systems biology as it simplifies analysis
and simulations, and for artificial life, at it may guide the
construction of artificial sclf-sustaining systems, it also de-
mands revisiting questions on biological systems concern-
ing their modularity, autonomy, and even the notion of their
identity.

References
Benkd, G., Centler, F., Dittrich, P., Stadler, B. M. R., and Stadler,
P F. (2009). A topological approach to chemical organiza-
tions. Artif. Life, 15:71-88.

Centler, F. and Dittrich, P. (2007). Chemical organizations in atmo-
spheric photochemistries: A new method to analyze chemical
reaction networks. Planet. Space Sci., 55:413-428.

Centler, F.,, Kaleta, C., Di Fenizio, P. S., and Dittrich, P. (2008a).
Chemical organizations in a toy model of the political system.
Advances in Complex Systems, | 1(4):609-627.

Centler, F,, Kaleta, C., Di Fenizio, P. S., and Dittrich, P. (2008b).
Computing chemical organizations in biological networks.
Bioinformatics, 24:1611-1618.

Comish-Bowden, A., Cédrdenas, M., L., Letelier, J. C., and Soto-
Andrade, J. (2007). Beyond reductionism: Metabolic circu-
larity as a guiding vision for a real biology of systems. PRO-
TEOMICS, 7:839-845.

Dittrich, P. and Di Fenizio, P. S. (2007). Chemical organization
theory. Bulletin of Mathematical Biology, 69:1199-1231.

Dittrich, P. and Winter, L. (2008). Computing chemical organiza-
tions in biological networks. Bioinformatics, 24(14):1611-
1618.

Eigen, M. and Schuster, P. (1977). A principle of natural self-
organization. Naturwissenschaften, 64:541-565.

Fontana, W. and Buss, L. (1994). The arrival of the fittest: Toward
a theory of biological organization. Bulletin of Mathematic
Biology, 56:1-64.

Heinrich, R. and Rapoport, T. A. (1974). A linear steady-state treat-
ment of enzymatic chains. European Journal of Biochem-
istry, 42:89-95.

Hordijk, W. and Steel, M. (2004). Detecting autocatalytic, self-
sustaining sets in chemical reaction systems. Journal of The-
oretical Biology, 227:451-461.



Jaramillo, S., Honorato-Zimmer, R., Pereira, U., Contreras, D.,
Reynaert, B., Hernndez, V., Soto-Andrade, J., Crdenas, M.,
Cornish-Bowden, A., and Letelier, J. C. (2010). (m,1) sys-
tems and raf sets: Common ideas, tools and projections. In
Fellermann, H., Drr, M., Hanczyc, M. M., Laursen, L. L.,
Maurer, S., Merkle, D., Monnard, P. A, Stoy, K., and Ras-
mussen, S., editors, Artificial Life XII, pages 94-100. MIT
Press, Cambridge, MA.

Kacser, H. and Burns, J. A. (1973). The control of flux. Symposia
of the Society for Experimental Biology, 27:65-104.

Kaleta, C., Centler, F., and Dittrich, P. (2006). Analyzing molecular
reaction networks from pathways to chemical organizations.
Molecular Biotechnology, 34:117-123.

Kauffman, S. (1969). Metabolic stability and epigenesis in ran-
domly constructed genetic nets. Journal of Theoretical Biol-
ogy, 22:437-467.

Letelier, J. C., Marin, G., and Mpodozis, J. (2003). Autopoietic
and (M,R) systems. Journal of Theoretical Biology, 222:261
-272.

Matsum ru, N., Centler, F,, di Fenizio, P., and Dittrich, P. (2006).
Ck=mical organization theory applied to virus dynamics. In-
Jormation Technology, 48:154—160.

Matsumaru, N., Centler, F, di Fenizio, P., and Dittrich, P. (2007).
Chemical organization theory as a theoretical base for chem-
ical computing. International Journal on Unconventional
Computing, 3:285-309.

Maturana, H. and Mpodozis, J. (2000). The origin of species by
means of natural drift. Revista chilena de historia natural,
73(2).

Maturana, H. and Varela, F. (1973). De Mdquinas y Seres Vivos:
Una teorta sobre la organizacion bioidgica. Editorial Uni-
versitaria.

Murata, I. (1989). Petri nets and its applications. Proceedings of
the IEEE, 77:541-580.

Peter, S. and Dittrich, P. (2011). On the relation between organiza-
tions and limit sets in chemical reaction systems. Advances
in Complex Systems, 14:77-96.

Peter, S., Veloz, T., and Dittrich, P. (2010). Feasibility of organiza-
tions - 4 refinement of chemical arganization theory. In: M.
Gheorghe, T. Hinze, G. Paun (Eds.), Proc. of the Eleventh
Int rnational Conference on Membrane Computing, pages
36 -382.

Reddy, V. N., Liebmant, M. N., and Mavrovouniotis, M. L. (1996).
Qualitative analysis of biochemical reaction systems. Comput
Biol. Med., 26:9-24.

Reddy, V. N., Mavrovouniotis, M. L., and Liebmant, M. N. (1993).
Petri net representations in metabolic pathways. ISMB-93
Proceedings, pages 328-336.

Rosen, R. (1958). A relational theory of biological systems. Bul-
letin of Mathematical Biophysics, 20:317-341.

Schilling, C. H. and Palsson, B. O. (1998). The underlying pathway
structure of biochemical reaction networks. Proceedings of
the National Academy of Sciences, 95:4193-4198.

Schuster, S., Dandekar, T., and Fell, D. A. (1999). Detection of
elementary flux modes in biochemical networks: a promising
tool for pathway analysis and metabolic engineering. Trends
Biotechnology, 17:53-60.

Strogatz, S. (2000). Nonlinear Dynamics and Chaos. Westview
Press, Cambridge.

Varela, F., Maturana, H., and Uribe.R (1974). Autopoiesis: The or-
ganization of living systems, its characterization and a model.
Biosystems, 5:187-196.

von Bertalanffy, L. (1968). General System Theory: Foundations,
Development, Applications. George Braziller, New York.

Wiener, N. (1948). Cybernetics: Or Control and Communication
in the Animal and the Machine. Hermann and Cie Editeurs,
Paris.



A Loop Conjecture for Metabolic Closure

D.A. Contreras®?, U. Pereira®®?, V. Hernandez?*, B. Reynaert®?, J.C. Letelier>*

! Departamento de Fisica, Facultad de Ciencias, Universidad de Chile, Casilla 653, Santiago, Chile.
2 Departamento de Biologia, Facultad de Ciencias, Universidad de Chile, Casilla 653, Santiago, Chile.
letelier@uchile.cl

Abstract

Although in the last few decades a variety of theoretical tools
have been developed to better understand living organisms,
their impact on experimental research has been rather lim-
ited. A common element between these theories is the idea
of metabolic closure, i.e., the systems that produce all their
metabolites and catalysts. In spite of an increasing consensus
on the relevance of closure, a formal and operative definition
has remained elusive. In this paper we revisit RAF sets and
chemical organization theory and show how these two theo-
ries overlap and could help bring forth real world results. We
also state a theorem ensuring the presence of a cycle of in-
terdependent catalysts for RAF sets and conjecture that these
cycles give stability to the network. This conjecture is illus-
trated and supported by computer simulations. Unavoidably,
our vizwpoint introduces the notion of fluxes and thus a tem-
poral limension to the purely algebraic model of RAF sets.
The 1:sults of this work show that the incorporation of clo-
sure, topological and dynamical tools altogether is a promis-
ing path for a deeper understanding of living systems.

Introduction

In the last thirty years there have been many efforts directed
to develop theories to understand biological systems in terms
of metabolic closure or, equivalently, systems that produce
and maintain themselves. Two crucial models that defini-
tively put metabolic closure at the very center of biological
organization are: Autopoiesis, formulated by Maturana and
Varela (Maturana and Varela, 1980), and Rosen’s (M,R) Sys-
tems (Rosen, 1958). But these two theoretical studies and
similar theories (like the Chemoton or Autocatalytic sets),
although very clarifying in basic aspects, have not yet pro-
duced technical results that illuminate the daily life of bench
biologists involved in experimental research.

In the past (Jaramillo et al., 2010) we have emphasized
that a little known formalism called RAF sets (Hordijk and
Steel, 2004) is a particularly suited technical tool to under-
stand ciosure in general and autocatalytic sets in particu-
lar. He-e we study the relation between RAF sets and the
chemical organization theory (COT), which is a theory that
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adds to the dynamical aspects by introducing the notion of
metabolic fluxes to the purely algebraic vision of RAF sets,
an idea deeply embedded in basic metabolic engineering.
This is accomplished by expressing the kinetic behaviour
of the components (molecules) in terms of a stoichiometric
matrix, which then leads directly to the concepts of rates and
fluxes, introducing the temporal dimension. This approach
can be used to expand the original RAF sets theory, which
we consider to be highly valuable for biology, but unfortu-
nately too algebraic to be of use, in particular lacking a way
to describe the time behaviour of the systems, which is of
most importance in the direction of a more realistic biologi-
cal context.

Here we will show how notions from chemical kinetics
can be fused with RAF sets to search for closure in metabolic
networks. Although the results presented here seems, ini-
tially, as a mere technicalities without theoretical relevance,
they open new research paths as we adjoint highly theoreti-
cal notions (RAF set and the metabolic closure) with an ac-
cepted used tool to understand metabolism in steady state.
In particular we show the logical relation between COT and
RAF sets.

RAF sets and COT in a Nutshell

We now give a brief introduction to the work of Hordijk and
Steel (2004), who came up with a formal framework to study
a autocatalytic systems. Their main aim appears to have
been to develop algorithms with which autocatalytic systems
in Kaufmann’s sense (1993) could be described and found
computationally. They have produced a powerful approach
that can be used to analyze a wide variety of systems. Their
formalism is based on the following two important sets: X
is the set of molecules involved in metabolism (i.e. metabo-
lites, catalysts or external input material, termed food set in
the formalism), and & is the set of reactions that define the
metabolic network. Each reaction r is represented as a tuple
(A, B),where A,B C X, AN B = @, A are the reactants
and B3 the products of reaction r.

Further, to formalize the notion of catalysis, 4 specific sct
C (called the set of “catalyzations” by Hordijk and Steel)



is introduced. Each catalyzation ¢ is a tuple (z,r), where
z € X is the catalyst and 7 € Z is the reaction catalyzed by
z. Additionally, the subset of molecules that are used but are
not produced by metabolism is called food and denoted by
F'. Thus, a catalytic reaction system over a food source F
is composed by a triplet & = (X, %, C) which defines the
universe: of molecules (X)), the reactions occurring among
these molecules (%) and the identity of the catalyst involved
in each reaction (C'). Note that this already provides, al-
though at a very simple level, a way to refer to a system, and
distinguish the inner and outer components and the transfor-
mations that the components undergo.

The following additional functions are defined: p(r) = A
and 7(r) = B, which return the reactants and the prod-
ucts of any given reaction r, respectively, and the funcion
supp(r. = p(r) U m(r). With the help of these elementary
functions, the same notion can be extended to a set of re-
actions &' as p(Z') = U,cq p(r), where Z' C Z. This
definition captures the conglomerate of molecules that par-
ticipate as reactants for a set of reactions. A similar def-
inition holds for m(%'), the products of a subset of reac-
tions. With these ideas we can define the closure of a subset
X' C X relative to Z' C Z (clz (X)) as the set of reach-
able molecules that can be synthesized by starting from X’
and iteratively applying all the reactions in 42’. Note that
this definition is of most importance, as it follows that a set
of molecules which is closed (i.e. it is equal to its closure)
under a set of reactions will not generate any new molecule
and thus, conserves its identity. This operation captures the
central idea of metabolic closure, which is fundamental for
achieving organizational invariance in autopoietic systems.
A catalytic reaction system is reflexively autocatalytic if for
each r € & there is an z € supp(#) such that (z,7) € C.
In other words, every catalyst must be a reactant or product
of a reaction in the same system. The system is F'-generated
if every reactant is either produced by the system or incor-
porated as a food item (i.e. formally p(#) C F U n(&)).
A system that is reflexively autocatalytic and F-generated is
called z RAF set (see figure 1).

RAF sets can be understood informally as an interdepen-
dent set of biochemical reactions where all of the metabo-
lites, with the exception of the so-called food set, are pro-
duced by the collection of reactions Z. This self generation,
a defining feature of autopoietic and (M,R) systems, is the
core of metabolic closure. Thus, RAF sets, autopoietic and
(M,R) systems overlap to a great extent; positioning RAF
sets as an operative theory to metabolic closure. The ad-
vantage of RAF set formalism is that it is precise enough to
be coded in well defined algorithms that exploit its intrinsic
recursiveness. To check if a given collection of biochemi-
cal reactions is indeed a RAF set, Hordijk and Steel (2004)
developed algorithms aimed to analyze the interdependence
between a given catalyst and its production pathway.

The chemical organization theory, initially developed by

Dittrich and Di Fenizio (2007), deals with chemical reaction
networks. In what is called staric analysis, the part of this
theory that is concerned with the topology of the system,
molecules and reactions are defined in a very similar way as
in RAF sets. Most notably, both theories share the definition
of the closure operator. But while COT makes no explicit
mention to catalysts and therefore distances itself from bio-
logical systems in which this concept is fundamental, it does
incorporate tools to study the dynamical behaviour of chem-
ical reaction networks, thus provides a connection between
the structure of a system and the dynamical aspects of it.
This is acomplished by first expressing the system in terms
of the stoichiometric matrix and associated differential equa-
tions.

In COT, it is useful to recognize systems fulfilling certain
properties, such as closure. For example, a system is self-
sustained if it is able to generate every molecule that is used
up. When this topological consideration is transported to
the time domain, we can define mass-maintaining systems.
A system is said to be mass-maintaining when:

1. All reactions that can be fired by the molecules in the sys-
tern occur at some positive rate

2. Reactions whose reactants are missing from the system do
not occur

3. There is a combination of reaction rates such that all
molecules increase or maintain their concentration.

A system which is both closed and mass-maintaining is
called an organization. Organizations are interesting as they
resemble very closely autopoietic systems. Also, organiza-
tions are a the center of many theorems in COT. This the-
ory and RAF sets deal with closure. While one makes no
distinction between catalysts and metabolites, the other one
lacks the notion of time, which are essential elements of liv-
ing systems. In the next paragraph we will show an relation
between these two theories.

Kinetics in RAF sets

If a theory is to have impact on real biochemical world, it
must deal with the notions of that domain, thus, to gain a full
understanding of closure we must complement the purely al-
gebraic nature of RAF sets with ideas taken from Metabolic
Control Analysis (MCA), a ficld gencrated to understand
and measure fluxes in biochemical systems which is of com-
mon use in the field of metabolic engineering.

Current MCA is a quantitative theory that does not con-
sider closure, as catalysts (i.e. enzymes) are placed in the
network, but the reactions generating them are not taken
into account. By putting the quantitative aspects of MCA
and applying them to RAF sets, side by side, we can gain
insight in how to study closure quantitatively. All the theo-
ries of metabolic closure (Autopoiesis, (M,R) systems, Au-
tocatalytic sets, etc) are essentially algebraic or conceptual



Figure 1: A simple example of a RAF set. Food elements
F are incorporated into the system and generate metabolites
M, which are transformed into two different catalysts sets:
a) T;, which regulates the inflow of F' and 5 which cat-
alyzes its generation and b) 75,,; which regulates the outflow
of waste metabolites W and C'; who catalyzes its formation.
In addition, C; and (5 catalyze the formation and destruc-
tion of the transporter catalysts (Z,,; and T;,,, respectively),
and also they mediate the generation and consumption of
each other, forming the Reflexive Autocatalytic core of the
system. Finally, growth is regulated by modulating the in-
flow of F' and the outflow of W. We want to highlight the
loop defined by metabolites M which turn into C; who reg-
ulates the formation of C} starting from M, a reaction regu-
lated by Cs.

models centered on connectivity but not in dynamics. To go
further in our understanding we must include the time course
evolution of the concentrations inside the system.

Fortunately, the formalism of Reder (1988) that uses the
stoichiometric matrix and the matrix D, v to study rates, can
be applied almost verbatim to analyze if a RAF set will grow
or disappear. The great advantage of applying MCA for-
malisms is that we can quantitatively study how a system
with metabolic closure can grow or disappear.

RAF sets are sets of coupled biochemical reactions with
the attribute that the catalytic dependences between reac-
tions and their catalysts are explicitly given. As said, RAF
sets demand that almost all the molecules that conform a
system can eventually be generated, directly or indirectly,
from certain food materials and that all catalysts are pro-
duced by the system.

The transformation part of a RAF set can be represented
by the formalism of the stoichiometric matrix, a well known
tool extensively used in fields like MCA and Systems Biol-
ogy in which every reaction is written as a column and every
metabolite is refered to as a row. For example, the matrix IV
of the system described in figure 1 would be as following:

1 -1 -1 -1 -1 0 0 0 O
0 0 0o 0 0 1 1 1 -1
W= o 1 0 0 O -1 0 0 O
0 0 1 0o 0 0 -1 0 0
o o 0 1 0 O O -1 0
o 0o 0 0 1 0 0O 0 O

By using the column representation of reactions, it is con-
venient to define the addition of reactions as a standard ad-
dition operation of vectors. This operation expresses the oc-
curence of both reactions as a single net reaction.

Note that the catalytic part lies outside the stoichiometric
matrix and cannot be deduced from it. But, in an idea that
can be traced back at least to Reder (1988), the catalytic
part can be represented by a matrix D, v (also known as the
Jacobian of the system) that contains all partial derivatives
relating every reaction with every metabolite (or catalyst) in
the system. Thus, the catalysts for a given reaction can be
discovered by ranking the partial derivatives of the rate of
this reaction respective to all metabolites (molecules) in the
system. For example, the Jacobian matrix D v of the system
described in figure 1 would be:

[ Ouvy 0 0 0 8r,.un 0

aM Vg 0 6‘@1 (2] 802 Va2 0 0
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Everv RAF set can then be described by two matrices; IV,
that shows the network connectivity, and D, v, that quanti-
fies catalizations.

The necessity of using the D,v matrix to analyze RAF
sets lies in the fact that autocatalysis is a phenomenon that
does not depend only on connectivity. As it has been show
recently by Plasson et al. (2010) and Piedrafita et al. (2010),
the stability of an autocatalytic set depends on the relative
rate of some reactions. Thus, two systems with identical
connectvities but with different kinetics for some reactions
can hav: vastly different behaviors.

As stated above, another theory concerned with formaliz-
ing biological organization is COT, a theoretical framework
also centered in the idea of closure differing from RAF as
the idea of catalyzation, perhaps the hallmark of RAF sets,
is not considered. On the other hand COT brings an idea,
the importance of fluxes in a network, that are not consid-
ered in RAF sets which is a purely algebraic approach to the
description of biological organization. Thus an important
question arises: can these two models be related? Can they
support each other, in the sense of across fields fertilization?
In the next section we clarify some relations between these
two models.

An ovservation needed at the very beginning is that anal-
ysis using RAF sets and COT belong to two very different
viewpoints as crucial elements in one theory are totally ab-
sent in the other. Thus as organizations (in the sense of
COT) require that the overall flux across a relevant subset
of reactions is maintained (thus avoiding the disappearance
of crucial metabolites that, if absent, will produce network
collapse). A mirror like situation can be stated with respect
catalyzations, a cornerstone idea in RAF sets, and (surpris-
ingly) #.1 idea that is absent from COT. Thus we should ex-
pect that if a system is a RAF set it is not immediate that it
is also an organization. Only in some especial conditions we
should be able to find how these ideas can be concurrently
applied.

A hidden relation between RAF sets and COT

A further dissection of RAF sets shows that, although fluxes
and reaction rates initially seem to be absent from this
model, kinetic ideas do exist just below the surface. In effect
we propose two lemmas and a theorem that will bring new
light to the problem of comparing both approaches:

Lemme 1 [f a catalytic reaction system ¥ = (X, %,C) is
F-generated, then for all metabolites z(including catalysts)
produced by any reactionr € %, © € supp(%) there is a
positive linear combination of reactions ¥, = Y, a;T; such
that the metabolite = belongs to the products of the reaction
Tz, © € 7(r0) and the reactants of 7, belong to the Food
set, i. e, p{rg)) C F.

Proof: Considering the algorithm used to find the closure
of ¥ (Hordijk and Steel, 2004), let W = F. Then add

the products of reactions %y = {r € Z|p(r) C W} to
W. Adding all reactions in %, gives a global net reaction
7p that consumes metabolites from the Food set F' only and
produces each metabolite in W. If this process is repeated,
considering W = F U (%)), it is possible to build the set
2, that contains all reactions that have their reactants in W,
but excluding the reactions from %,. Adding all reactions
in 22, we obtain a new reaction 7] that requires metabolites
from W only and produces any metabolite in w(%;). To
obtain the fact that this last reaction uses only metabolites
from the Food source, let 71 = afy + 71,where « is the
most negative stoichiometric coefficient of the reaction 7).
This procedure takes enough metabolites from F' to generate
m(Z1). If we repeat this algorithm until it is not possible to
find new metabolites, we will have generated clg(F) = W.
If the system is F-generated, according to Hordijk and Steel
(2004), we have that clg(F) = F U supp(#). We have
shown that for every metabolite z € clz(F) a composite re-
action exists which generates it consuming food items only,
in fact it is one of the r;.

Lemma 2 If a catalytic reaction system ¥ = (X, %,C) is
F-generated, there is a strict positive linear combination of
reactions ¥ =y, oyr; with a; > 0 such that all metabolites
are products of this reaction, i. e., T is a strictly positive
vector.

Proof: From Lemma 1 it follows that for each metabo-
lite 7n; there is a positive linear combination of reactions
Fm; = ;@i 47y such that this metabolite is produced ex-
clusively from the Food set. This linear combination 7y, is
the resultant net reaction associated with the path of reac-
tions j that generate each metabolite m;. If for all metabo-
lites we add their generating reactions 7gym = Z:i a;r; with
o =y ; @ij» we have from the Lemma 1 that Foum is
stricly positive. We must note that not all reactions will be
used. We refer to these reactions generally as 7, having
s = 0in rgym for those reactions. If we consider the sum
of this reactions rppe = > s T's» it will consume metabolites.
To maintain 7 positive and still fire these non-essential re-
action (this will be needed later), we set ¥ = B7sum + Tnot
with 3 sufficiently large. Then we can construct a strictly
positive linear combination # = BTsym + Tnot = 2, G4iTs
with:

s 1 ifr; € {rs}
: Boy ifr; & {rs}

and all the metabolites are product of this reaction 7.
These lemmas, framed completely in the language of
RAF sets, could be interpreted as mere technical results
about RAF sets. In essence they state that every metabo-
lite can be generated from the food set and makes explicit
the overall reaction producing each, non-food, metabolite.
But every time we use a stoichiometric matrix N we are im-
plying a given kinetics because of the necessary equation

note &; > 0



relating IV to the change of concentrations: N - v = dX/dt,
where v is the vector of rates. Thus the requirement, in COT,
that (d.X /dt > 0) can be phrased as a condition on the com-
ponents of v. These lemmas show how some (not all) Orga-
nizations could be RAF sets, and it is interestingly that they
are proved by using notions of linear algebra. Also note that
the positive linear combination predicted by the lemmas ex-
plicitely shows how to combine individual reactions in any
RAF set to attain mass-maintenance.

Once we have established this link we can a little bit fur-
ther and search for deeper connections. The next theorem
continues to exploit matrix N to sketch how some RA sets
are F-generated using the stoichiometric matrix N.

Theorem 1 If a catalytic reaction system is F-generated,
then there is a strictly positive rate vector v, such that
N v = dX/dt is also stricly positive, where N is the stoi-
chiometric matrix of the system.

Proo”: We note that the operation N v = d.X/dt is equiv-
alently .nathematical to make a linear combination of reac-
tions r = 3° a;r; if we consider each reaction as a column
and «; as the velocity of reaction r;. From Lemma 2, if
we take the reaction ro and choose v; = &; (normalizing
time units), therefore a v exists with components v; > 0 as-
sociated to a flux vector dX/dt that satisfies dX;/di > 0,
equivalent to the column representation of 7o with all of their
components also positive.

Corollary 1 If a catalytic reaction system is F-generated,
then it is also an organization.

Proof: An F-generated system is, by definition, closed
and as theorem 2 shows, it also satisfies the property of
mass-maintenance. Thus, it is an organization.

This theorem explains the existing relations between Or-
ganizations, F-generated sets, RA sets and RAF (see fig-
ure 2). Essentially, we have proved that all F-generated sets
are organizations and a subset of them are also reflexive au-
tocatalytic. This subset is the RAF sets. Theorem 1 is a
simple one that has the virtue of illuminating how these two
theoretical frameworks are related to each other.

This result is important because some new technical the-
orems bave being obtained by Dittrich’s group, for example,
on how to detect organizations among real metabolic net-
works (Centler et al., 2010, 2008). Thus, our theorem shows
that these new tools, developed to find organizaions, could
be also used to search for RAF sets.

In addition, we will make a definition to the sets that are
organizations and RA at the same time.

Definition 1 [f a cataliytic reaction system is Reflexive Au-
tocatalytic and an Organization, then it is a Reflexive Auto-
catalytic Organization, RAO.

These sets are reaction systems that can be sustained, but
not necessarily can be generated from a food set I exclu-
sively. We have shown that all F-generated sets are orga-

Figure 2: Venn's diagram depicting the logical relations be-
tween RA, RAF, and F-generated sets and organizarions un-
der COT’s definition. All RAF sets are organizations, but
whether all organizations are F-generated is an ambiguous
matter.
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Figure 3: A: A chain of dependent catalyzations. B: A cat-
alyzation loop

nizations, but the converse result (all organizations are F-
generated sets) is more difficult to handle. We propose two
different approaches: First, if one decides that the Food set
corresponds only to the molecules generated from the empty
set (in COTs phrasing of reactions), then it is clear that there
are organizations which are not F-generated. On the other
hand, for any organization it is always possible (due to the
closure property) to find a suitable set (generally not unique)
F such that the corresponding F-generated set is equal to the
given organization. Thus, the extend to which organizations
and F-generated sets overlap depends on which approach
one takes to express COT systems in terms of RAF sets.

The Loop Theorem

As most theories on biological organization are centered in
the notion of closure (Letelier et al., 2011), RAF sets formal-
ism give a succinct and useful description of closure. First,
we shall consider a chain of catalyzations in which a prod-
uct from one reaction catalyzes another reaction in the chain
(figure 3A). If eventually a product catalyzes an carlier step
(figure 3B), we have a calalyzation loop. As we shall see, in
a RAO it is always possible to find such a catalyzation loop
if the catalysts are not part of the food set. This condition
seems natural for systems with metabolic closure.
Considering this definitlion we propose:



Theorem 2 If all catalysts in a RAQ are generated by the
system, then there is at least one catalyzation loop.

Proof: In such a RAO every catalyst must be generated by
a reaction, which in turn must be catalyzed too. In this sense,
the procuction of every catalyst is directly dependent on an-
other a -d indirectly dependent on a sequence of catalysts.
The number of catalysts is finite therefore, at some point a
catalyst must depend indirectly on itself, thus, forming at
least one catalyzation loop. Note that not every catalyst is
part of a loop as it is allowed that some catalysts may cat-
alyze reactions which yield no catalysts as products, yet the
system as a whole must have at least one catalyzation loop.
Note that in case of direct autocatalysis, the loop is trivial.
Also, whether there is more than one catalyzation loop is a
question that must be addressed in each particular case.

An unsuspected consequence of the loop theorem is that
some of the catalysts inside the catalyzation loop must have
a dual catalytic role, that is enzymes that catalyze at least
the creation of other two enzymes, if not happen the trivial
case of all enzymes catalyze the creation of another one en-
zyme. This is interesting, as one modern re-interpretation
of Rosen’s results about how living systems avoid infinite
regress is by having enzymes with dual functions (Letelier
et al., 2006). Thus, this systemic result (i.e. existence of
moonlighting enzymes) can be achieved by two different
methods.

This theorem is a basic result that follows directly from
the bas > definitions of RAOs, but it shows an important
propert; that needs to be underlined: the catalyzation loops
(one or more) inside a RAO may be considered as its auto-
catalytic core and, functionally, there is a difference between
the catalysts of the loop and the ones outside it.

We conjecture that the functional segregation hinted has
important consequences. In effect, to confer stability to the
core the catalysts outside it control the inflow and outflow
of matter to and from the core. Thus, the nct flow of matter
inside it must be controlled, as a large flow would gener-
ate an exponential runaway and a small one would extin-
guish some core components, destroying its organization.
Keeping this balance between in and outflow will be seen
as homeostatic regulation. In summary, we conjecture that
the catalyzation loop confers long term stability to the net-
work. The analytical proof of this result seems difficult, but
we did computer simulations in small (toy-like) systems and
using mass-action kinetics, expresed for reactions:
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Figure 4 shows one example for the temporal evolution
of the concentrations of molecules for the RAF system of
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Figure 4: Temporal evolution of RAF toy system (see fig-
ure 1). The system reaches a steady state in which all con-
centrations are different from 0.
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Figure 5: Temporal evolution of a non-RAF system. Al-
though the concentrations of the catalysts C; and C» were
fixed, the system decays until ils components disappear.

figure 1. We can see that a steady state is achieved. In fig-
ure 5 we simulated a similar system but without the reactions
that generate or destroy the catalysts C) or C, removing the
catalization loop and making the system a non-RAF set. In
this last case the concentrations of many components decay
to zero, stopping the network dinamics.

We also did the bifurcation analysis by varying rate con-
stants ki, and k.. corresponding to the reactions 71 : ¢ —
M and 79 : W — ¢ respectively . For the RAF set, al-
most every combination of parameters k;,, and k,, leads
to a steady state, except at the border where k;, = 0 or
kot = 0 and some regions close to these.

On the other hand, the non-RAF set has no stable points
for most values of k;,, and k,y:. This puts in evidence the
relevance of the autocatalytic core, so that the growth of one
part of the system encompasses the rest and grows harmoni-
cally and coherently between the inflow and outflow of mat-
ter.

Growth and Homeostasis in Autopoietic
Systems

Any increase in the concentration of a loop catalyst will
translate into an increased concentration of every other cata-
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Figure 6: Bifurcation diagram of the RAF set in figure 1,
for variables k;, and kyy:. A similar diagram for a non-
RAF system has no stable region. (cyan dots=stable, black
Xs=unstable).

lyst in the loop, which would consequently lead to a further
increment of the first one, exhibiting an apparent autocal-
alytic behavior. At the same time, this loop must be con-
nected to side branches that lead to the production of cata-
lysts that are not directly related to autocatalysis, but with
the obtention and processing of the food sources that sus-
tain it. An interesting type of branches are the ones that
lead to the regulation of the enzymes that control the in and
outfluxes, because they are supposed to regulate the whole
metabolisms growth rate by coordinating these fluxes. This
fact shows us the importance of the topology, because every
enzyme must be whether part of a loop or a branch of it, thus,
a change in an enzyme concentration which is part of the
loop will have repercussions in the whole systems growth,
as it als» affects the enzymes that regulate the fluxes. Thus,
the RA sets may help to understand the dynamics of the
homeostatic process. This is not mutually exclusive with
the fact that an increase in the concentration of an enzyme
outside the loop may have a direct repercussion on global
growth.

The loop theorem has an important application for au-
topoictic systems, that can be defined as self-cncapsulated
RAF sets. For an autopoietic system (that according to the
above theorem must contain at least one autocatalytic loop)
to be stable in time, therc must be a fine balance between the
generation and destruction of molecules. But there must also
be a balance respective to control its volume in order to keep
the concentrations unaltered. Thus, the organization (a?la
Autopoiesis) of a RAF set must be under a precise homeo-
static control, as growth must be promoted, but in the context
of compensating for the volume increase without suffering
the consequences of autocalalytic growth. Thus, in a first

approach, we must allow for a system to grow in terms of
the net amount of molecules, but not in concentration. This
implies that volume must be under active control and that al-
lowing the system to grow would not be a contradiction with
homeostatic principles.

Discussion and Conclusion

As we have previously stated (Jaramillo et al., 2010) we con-
clude again that RAF sets formalism is particularly suited to
study closure. Of course many aspects of metabolic closure
escape this theory (the operator of organizational invariance
B of (M,R) systems is a prime example), but this framework
provides a solid starting point. The loop theorem proved
here, which is a property shared by RAOs, Autopoietic and
(M,R) systems is a good example of its power.

Another important point of the present study is to apply
the analysis of COT to RAF sets. As it is usual in theoretical
biology, the different frameworks generated to explain liv-
ing organization exist in closed universes without dialogue
between competing theories. Here, we partially break this
isolation by showing how organizations & la COT contain
all RAF sets, but not all RA sets. This inclusion, although
obvious and expected from a theoretical viewpoint, is not
easy to prove. We have developed demonstrations using ar-
guments from linear algebra, instead of the set theory ar-
guments favored in RAF. The most unexpected result is the
uncovering of chemical kinetics arguments in RAF sets. In
effect, RAF sets appear to be a purely algebraic entity, with-
out considerations for time nor kinetics; but as soon as their
stoichiometric matrix is expressed, the kinetic arguments of
COT are made obvious. Thus our lemmas and theorems
show deep relations between the pure algebraic formulation
of RAF sets with the dynamics of organizations in COT. Per-
haps this same reasoning could be also be applied to (M,R)
systems. Taken together, the results shown here show the
value of putting all the different notions of metabolic clo-
sure under a common analytical umbrella.

COT has already produced an interesting number of re-
sults on the dynamics of reaction networks, in particular re-
garding to the long-term temporal behaviour and stability
of these systems (Dittrich and Di Fenizio, 2007). An inter-
esting result from this theory, which complements the loop
theorem presented here, is the decomposition theorem for
organizations (Veloz et al., 2011). This theorem states that,
under certain conditions, it is possible to split a system into
subsystems whose dynamic behaviour are weakly coupled.
Thus, an open question is to investigate how our loop the-
orem, which seems to indicate that systems cannot be seg-
mented, is compatible with such uncoupling of subsystems.
In effect a catalyzation loop might constitute the minimum
decomposable vnit.

We presented the conjecture that systems with at least one
catalyzation loop are more stable than similar systems with-
out such loops. This is a powerful result that will unavoid-



ably demand tools from MCA, the most elaborate theory
about fluxes in biochemical networks, to be proven or re-
futed.

In summary, our efforts show that closure is a conceptual
key to understand biological organization, as an example we
have come close to use closure as an argument to prove one
theorem (loop theorem), which we believe is a valuable con-
ceptual step and a fertile direction for theoretical biology.
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Introduction

Many mechanisms are characterized by the presence of cycles,
especially thosc that play central roles in biological systems.
Specific functions such as regulation, memory and differentiation
have been associated to cycles [1-4]. Furthermore, systems
containing cycles exhibit robustness to environmental changes,
which is a key feature for the cvolution of biochemical networks
[5,6]. Cycles vary in appearance from simple feedback loops to
couplec ones [7] or large cycles, these include some signaling
cascad~; [8], and the Krebs and Calvin cycles [9,10]. Frequently,
simple cycles are considered as network motifs {11] and therefore,
they are analyzed as isolated modules neglecting the role of the
molecular environment. In contrast, it has been proposed that the
topological structure of a subgraph alone cannot determine its
cffects over the whole network [7,12). Moreover, somc authors
have found interesting results on feedback loops and have
concluced these as prerequisites for multistability in genc
regulation and mixed networks [1,2], as well as in metabolic
networks [4,13]. However, the cxistence of cycles as well as their
necessity and contribution to stability in networks remains largely
clusive. Additionally the question of how to analyze large systems,
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in which classical approaches like differential equations fail, is
open.

Chemical organization theory (COT) offers a lucid formalism
with novel methods to analyze complex systems and their
dynamics at specific states. It can be particularly useful for
analyzing large scale models and can be applicd in a broad range
of disciplines such as political, social, biological and chemical
systems. COT has been developed for the last 20 years [14-16]
and right from the beginning it has focused on two central notions,
namely the existence of closure and seclf-maintenance. These
notions contribute to the further understanding and characteriza-
tion of relevant systemic propertics, since COT developed a
rclation between both topological and dynamical aspects of
rcaction networks [17].

On the other hand, reflexive autocatalytic food-generated (RAF)
scts theory [18] s another formal framework, which contains some
indications on the necessity of the existence of a cycle [13] for the
stability of living systems. A RAF sct is a sct of molecules which
can be produced from an initial set of food molecules in a reflexive
autocatalytic way, i.e. every rcaction is catalysed by at least one
molecular specics. RAF scts and COT share similarities as they arc
based on sct theory and even coincide in some definitions, c.g.
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C—.—A

Figure 1. Example for the definitions of reaction networks and cycles. There are four cycles in this example network, given by
M={/BCD} and R={A—24,4+D—-B+D.,B—A,C+B-D+B}, shown in shaded areas. Panels A to D show cycles
{4}.{4 B}.{B,D},{4,B,D} respectively. The arrow — refers to a reaction while the arrow — indicates the catalytic effect on a reaction.

doi:10.1371/journal.pone,0045772.9001

closure. The main difference between these formalisms resides on
how dynamics arc approached, since RAF sets place catalysis as
the only clement concerned with kinctics and occurrence of
rcactions. The requircments that every rcaction should be
catalysed and all catalysts should come from within the reaction
network is very strong. However it is sensible since many networks
in biology fulfill this condition. In contrast, COT focuses on the
connections between the stationary states and the topological and
stoichiometric propertics of the rcaction network [13,17] while
making less restrictive hypotheses, especially none on the structure
of the reactions directly. This leads to a greater gencrality.

We give a definition of cycles in reaction networks based on a
directed graph extracted from the reaction network (Definition 1).
Using this definition, we prove the existence of a cycle to be a
necessary condition of non-trivial stationary states in reaction
networks. This is our main result, formulated as Lerma 1. It also
yields a potential way to create or alter a non-zero stationary statce
of a system by adding a cycle to a closed, but not necessarily sclf-
maintaining, sct of molecules. Thereby the system is changed
qualitatively since in the new fixed point a different composition of
moleccular species is present.

When employing this COT-based analysis for systems that
contair: cycles, we found that there are some intcresting properties
that can he casily deduced, including the relation between the
hicrarchical structure of the sct of chemical organizations and the
cxistence of cycles. Morcover, in this work we rediscover the
abundance of cycles in biological systemns. Considering the
BioModcls Database [19], we sce that morc than 60% of the
models have more than onc organization [20], and thus we can
deduce from Lemma 0 that they contain cycles. This insight
cncourages us to believe that COT will be able to contribute to the
further understanding of cycles in reaction networks. Hence we
focus on the combination of COT with results about the existence
of cycles (i.c. an overlay of COT and cycles).

We apply our main result to four examples of different nature.
Firstly, we analyze the cycle found in a particular autocatalytic
network, which is a gencralization of the system discussed in [13],
and Investigate its stability properties further using COT, the
Jacobian and numerical simulations. Sccondly and thirdly, in
order to provide some realistic examples for such autocatalytic
nctworks, we discuss two real biological models of mitotic control
mechanisms in detail. Onc of these has already been published
[21] and one was newly constructed for this study. These examples
support our ideas and illustratc how they can be used to study
biological systerns. Fourthly, we further investigate the consc-
quences of Lemma 1 for a large network, namely the sugar
mctabe'ism model proposed in [22].

PLOS ONE | www.picsone.org

Methods

We shortly summarize the necded definitions and results from
COT in informal terms, stll providing a mathematically precise
version in the Appendix. A tool for the computation of chemical
organizations is frecly available on our website http://www.hiosys.
uni-jcna.de/Services.html.

The pair (M,R) is called reaction network and we call M the set
of molecules (or species) and R the set of reactions. Each reaction
(1,r)eR consists of a left hand side / and right hand side r and will
be denoted also by /—r in concordance with the chemical
vocabulary. A reaction ([,#)eR occurs when the molecules in / are
consumed to produce the molecules in r (what this actually means has
to be made precise for every dynamics scparately, e.g. the
application of a reaction in stochastic dynamics is different from
continuous dynamics).

Figure 1 depicts the network (M, R) consisting of the set of
species  M={A4,B,C,D} and the sct of reactions
R={4—24,A+D—B+D,B—»A,C+B—D+B}.

Furthermore we define supp(/,r), the support, and prod(/,r), the
product, of (1,r) to be the sct of species occurring on the left hand
side and on the right hand side, respectively. We emphasize that
the support and product arc sets, meaning that the multiplicity of
cach molecular type in the reaction does not matter. The sets
supp(/,r) and prod(/,r) only collect the specics that arc present
(i.c. have a multiplicity greater or equal than one) on the left and
right hand side respectively. In our example this means that the
product of the first reaction A—24 is the set {A} and not the
multisct {24}. Unfortunatcly the notion of a support with the
samc notation is also used in RAF scts theory [13,18] for all the
molccules on both left hand side and right hand side. Within this
artcle the usage of supp is consistent with COT.

Let A be a subset of M. We define R4 as the sct of reactions
applicable to A, or in other words the reactions using only species
from A. Using this terminology we define a subset C to be closed if
by applying rcactions from R¢ we do not get molecules outside C.
In other words, in a rcactor containing molecules from C, we will
never find molecules not already in C. The set {4} in the example
is therefore closed. If we only have molecules of type 4 there is no
rcaction producing new species (for the reaction 4+ D—B+D to
be applicable, for example, we would need molecules of type D as
well). Also we call S semi-self-maintaining if’ a rcaction application
consumes a species, there is a reaction producing this species.
Combining these two definitions we arrive at the notion of a semi-
organization which is a closed and semi-sclf-maintaining set.

Scmi-organizations entail a topological (non-stoichiometric)
notion of stability in reaction networks. On the one hand, the
closure property ensures that a semi-organization will not produce
novel specics. On the other hand the semi-self-maintcnance
cnsures that the species that are consumed within the network are
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Figure 2. Situation in the recursion argument of the proof of
Lemma 1.
doi:10.1371/journal.pone.0045772.g002

also producced. However, although semi-organization is a neces-
sary condition for the occurrence of a fixed point, scmi-
organizations docs not nccessarily cnsurc permanence, ic.
consider the reaction network ({A4,B},{4—B,2B—A}) with the
scrmi-organization {A4,B}.

In ¢ der to capturc more of the notion of fixed states in a
reaction network, we need to consider the stoichiometry of the
reactions, and verify if the network can maintain itself, i.c. produce
all the specics at a higher or equal rate to what they are consumed.
The stoichiomeiric matrix represents the numerical relation between
production and consumption of species in a reaction network, and
it is denoted as Na, where A= M. Ny is calculated taking the
difference between the right and left hand sides of each reaction in
Ra.

We say A is self-maintaining if and only if all the reactions from
‘Ra can occur at a certain strictly positive rate without decreasing
the concentration of any species of A. A subset of M is a chemical
orgamization if it is closed and sclf-maintaining [14,16].

The term organization refers to a more stringent condition than
semi-organization. Indeed, every organization is a semi-organiza-
tion [lu]. Morcover, organizations bridge the reaction network
with its dynamical behavior. Given a reaction network and a
kinetic law (c.g. mass action kinctics), it has been proven that the
fixed points of the obtained ordinary differential equation (ODE)
system, relate to the set of organizations as follows. For cvery fixed
point the sct of molecules with concentration higher than zero in
that fixed point is an organizaton of the reaction network [16,17].

In genceral, an organization may contain a specics that docs not
take place in any reaction within this organization. Hence, it is
rcasonzble to introduce the notion of a reactive set of species. Aset A
of spec.cs is reactive if and only if for all 4€A there exists a
reaction (£,r) in Ry such that desupp(/,#)Uprod(/,r). Notc that
the dynamical properties of a sct of species depends only on its
largest rcactive set, as the other species do not react and remain
with constant concentration. Furthermore, the number of
organizations in most reaction networks is considerably larger
than the number of reactive organizations, and hence focusing on
the sct of rcactive organizations instcad of the whole set of
organizations simplifies the understanding of the dynamical
behavior of a rcaction network [23]. From now on, we wil
consider only reactive sets of species.

Results

Qur definition of cycle can be explained using the usual
definition for cycles in directed graphs. Given a reacton network
we can deduce a directed graph in the following way. The nodes of
that graph are the species of the recaction network, and there is an

PLOS ONE | www.plosone.org

Cycles

edge from species A4 to species B if there is a reaction with 4 on its
left hand side and B on its right hand side. We say that A is
dircctly-causally connected to B. The cycles found in this directed
graph are the ones we identify as cycles of the reaction network in
our terminology (sec Figure 1). This definition captures a variety of
specific forms of cycles, yet yielding a structural result about
reaction networks.

Definition 1

Two species A,BeM are directly-causally connected, if there exist a
reaction (I,r)eR with Aesupp(l,r) and Beprod(l,r), i.e. A is on the left
hand side of a rule and B on its right hand side. We write AB. We say that
the nehwork comtains a cycle if there s a subset of species
{M,....My}SM such that MMy, for i=1,...,k—1 and
M M,. We wnte MM, MM and sy  that
{Ml, .. .,Mk} CM 5 a oyele.

We can now formulate our main theorctical result:

Lemma 1

Given a reaction network and a reactive semi-self-maintaining set S that
strictly contains a closed set C, ie. CS, then S—C contains a cycle.

Proof. Lct B=S—C={By,...,B;} for some k=1 as CS.
We will prove first that at least one reaction in Rg consumes
species from B. Suppose that no species in B is consumed by any
reaction in Rg. As S is reactive, then cach species BeB must be
produced by some reaction (/,r)eRs. However, as no species in B
is consumed, we have that cither supp(/,r}= & or supp(/,r)=C.
This contradicts the hypothesis that C is closed, since clements
from € would produce an element which is not in C. Hence, at
least onc species, say Bj, is consumed within Rs.

As S is scmi-self-maintaining, B; is produccd by a reaction
(,NeRs. Moreover, supp{/,r) must contain at least one species
B;eB since C is closed. There arc two possible cases.

e First casc: B;=B;. By dcfinition B;B; and we have a (trivial)
cycle.
e Sccond casc: B;# B;. By dcfinition we have B;B;.

Since the same argument applics for B; as well, by a recursion
argument we prove that there exists a cycle (sec Figure 2 for a
schematic representation).

Lemma 1 connects the existence of reactive semi-self-maintain-
ing scts with the existence of cycles. It states that every reactive
scmi-self-maintaining set that strictly contains a closed set must
contain a cycle made from molecules not contained in the closed
set. Why do we require that there is a closed set? Let us consider
the example R={—A4,A—B,B—}. The sct {4,B} is sclf-
maintaining, but does not contain a cycle. Note that it docs not
strictly contain any closed subset, because the closure of the empty
set is {A,B}. Since the closure of the empty set is contained in all
closed sets wc can say that a rcactive semi-sclf-maintaining sct
whose molecules cannot be made from the inflow must contain a
cycle.

Note that cvery organization is semi-self-maintaining and
closed. Thus, equating in Lemma 0 the closed set C with an
organization O; and the reactive semi-sclf-maintaining sct S with
a reactive organization O we arrive at the following corollary.

Corollary

Given a reaction network and twa different reactive organizations Oy aborve
O,, t.e. 020, then Oy contains at least one more cycle than Q5.

From Corollary 1 follows that any reactive organization, except
the ones produced from the inflow of the network, contains at least
one cycle. Or in other words only the smallest might not contain a
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TOUt

Figure 3. Particular autocatalytic network. (A) Original network presented in [13] and (B) a generalization, used for our analysis.

M. T, Towen W, Cy oL

-.,C, represent species. Arrows indicate reactions between the species, arrows ending with a circle denote catalysis (to reduce

its complexity, in Panel (B) the catalysts but not the arrows are shown). The parameters &;, and k.., represent reaction rates. Observe that M and W

are the external supplies and waste species, T}, and T, represent transport molecules, whereas C),Cs, ..

doi:10.1371/journal.pone.0045772.g003

cycle, like in the previous example. The shifting or moving from
onc rea-tive organization and therefore from one potentially stable
constel tion of molecules to another was already described in
[24]. £ccording to Lemma O this movement must involve the
addition or removal of at least onc cycle. In particular this can be
achicved in two ways. Combining the species of two organizations
with disjoint cycles is the first possibility. The second is adding one
or more specics to an organization to create new cycle. As an
example we refer to Scction “A Particular Autocatalytic Network™
The rcverse operations lead to the “destruction” of organizations.
Thus, any qualitative transition from a stablc state to another with
a diffcrent composition of reacting molecular species  must
encompass the removal or addition of a cycle.

Note that Corollary 1 is also truc for overfroducible organizations,
L.c. organizations where each species can be produced at a strictly
positive rate, because overproducible organizations are reactive
sets.

Morcover, from Corollary 1 we can also infer that every
organization is uniquely identificd by its sct of cycles, and if the set
of cycles of an organization Oy contains the set of cycles of another
organization Oy, then O, £0,. This implies that the hierarchy of
the set of organizations [16] can be mapped to a hierarchy of the
sct of cycles.

Considering RAF set theory, not cvery RAO set is necessarily a
reactive sct. The other hypothesis is satisficd by all RAOs though,
since for every catalyst CeO the subsct {C} is closed. Therefore
Lemme 0 and the cycle thecorem proven in [13] are complemen-
tary re ilts.

Theoretical and Biological Applications

A Particular Autocatalytic Network. In this scction we
apply Lemma 1 and show how our algebraic analysis can be
compicraented by a dynamical analysis. We introduce a proto-
typical model (Figurc 3) that captures properties of reaction
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.,C, conform a cycle, ie. C\C>--- C,C.

nctworks found in origin of life and protocell research [25]. This
model is a gencralization of the RAF modcl by Contreras et al
[13]. It incorporates a basic mctabolism built from cnzymatic
reactions and includes some environment variables for the
transport, production and decomposition of the specics. Hence
the environment, even if in a relatively simple way, is considered.
Furthermore we consider five variants of our generalization (case
l). Since in biological applications there are often also reversible
reaction given, i.e. due to thermodynamics, the network in casc 3
incorporates reversible reactions for all the reaction given in the
network. However not all reactions in biological models necd to be
reversible [19]. Hence we also consider a model in which one of
the reactions is not reversible {case 5). In order to examine the
cffect of the positive feedback given by the cycle we took, without
loss of generality, one reaction out of the set of possible reactions
from the networks in cases 1, 3, 5. This constitutes the networks 2,
4, 6 respectively.

Figure 4 illustratcs how our main result, Lemma 1, can be
applicd to analyze the particular autocatalytic network model
Figure 3. This nctwork has three reactive organizations (Figure 4B).
The smallest organization does not contain any molccule and thus
also no cycles. According to the main result Lemma | all other
reactive organizations must contain cycles. First, the organization
{M,T;,} emerges by adding the trivial cycle {T},} (Figure 4B).
Sccond, the largest organization contains a cycle with the catalysts
{C\.C:} (Figure 4B). The catalytic effect is necessary for the
organizations to exist. If we remove the cycle’s catalytic effect, the
largest organization vanishes, as can be seen in the reactive
organizations of the network with the cycle ( case 1, Figurc 4B)
compared the ones of the network without the cycle ( case 2,
Figure 4D). Duc to the special structure of the model considered
here we are able to provide a further analysis of dynamical aspects
using ODEs.
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Figure 4. Hasse diagrams of organizations for the n=2 case of the particular autocatalytic network with and without reversible
reactions. A and C show the Hasse diagrams of the organizations with feedback (closed cycle) and without feedback (open cycle) respectively for
the particular autocatalytic network without reversible reactions. When adding reversible reactions, we have panels E and G which show the Hasse
diagrams of the organizations with feedback (closed cycle) and without feedback {open cycle) respectively. In B, D, F and H we show only reactive
arganizations of the panels A, C, E and G respectively (see Section "Methods"). For example { M} is an organization in both cases, feedback and no
feedback, but M alone does not react to anything. Hence it is not a reactive organization.

doi:10.1371/journal.pone.0045772.g004
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Figure 5. Simulations of all particular autocatalytic network variants (n=2) with and without feedback. We chose initial conditions as
follows: M =03, Tiw=1, Tae=1,w=0,Ci=1, C2 =1. Ali forward reaction coefficients are set to 1 while reversible rates are set to 0.1. We tested the

effect of different relative reversible rates and we foun

for the

Particular Autocatalytic Network” ) for details.

doi:10.1371/journal.pone.0045772.g005
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Figure 5. The Template model of the mitotic spindle assembly checkpoint (SAC) mechanism. (A) Pictorial representation of the SAC
mechar .3m. (B) The biochemical reaction of the Template model which is the interface of SAC mechanism. We added the species Ty, T and W to
this corc: model so that we end up with the particular autocatalytic network Figure 3A, where the species M, M1, C1 and C2 refer to O-Mad2, Cdc20,
0-Mad2* and Cdc20:Mad2 respectively. (C) Numerical simulations of ordinary differential equations where all species concentrations are presented.
All species reach steady state after about 30 seconds. (D) Same as in (C) after removing the positive feedback from Cdc20:C-Mad2 to activate O-Mad2
(refers to Mad2¥).

doi:10.1371/journal.pone.0045772.9006

In order to define the particular autocatalytic network under

consideration, we use the molecular species
i e Reev={C1 SM,C;SMCSM,....C,> M}

M={M, T, Toue: W, C1,C2,Ca5 0. sCh—1,Cn} We decided to use reaction rates cqual to | in most of the reactions
in order to have a simple and usable model. Also the main
and the set of rcactions influence of reaction rates should he given by the catalysts as

suggested in RAF set theory. The paramcter a gives control over
the strength of the reverse reactions and &, and k,,, govern the
inflow and degradation, respectively.

k; k
R= {’1””, = M+ Ty, W+ Ty = Touts M+ Ci =Ty +Cy,
We will focus on the following reaction networks:

M+ C'rr_" owt T CmTin +Cn—’ W+ CmTaul+ Ci W+ Cl!

1. (M.R) - generalized cycle
M+C=C+CuM+Ci -G+ QLM+ GG+ G, (MLE)~genesalimed cycke

2. (MR\{M+C,—»C+C,}) — generalized open cycle (the
e+ G =G+ Gt . O+ G W+ G, feedback is missing)
CotCi=mW+C,.Ci+CooW+Ca, ..., 3. {M,R\UR ey} — generalized cycle with reversible reactions
4 (M RURN\{M + C,— C+C,}) - gencralized open cycle

with reversible reactions (the feedback is missing)
5. (M, RURw\{Ci = M}) - gencralized cycle with all reactions
reversible except of one

Coit G =W+ Cn—]}-

The set of reverse reactions is
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Figure 7. The spindle position checkpoint in budding yeast (SPOC). (A) Pictorial representation of the SPOC mechanism. {B) A rather
simplified model for SPOC mechanism. In response to mis-orientations, Bfa1 is activated through Kin4 kinase. Active Bfa1 preventing mitctic exist and
enhance SM signaling. The later regulate Kin4 activations. We added the species T}, T,., and ¥ to this mechanism so that we end up with the
generalized particular autocatalytic network Figure 3B, where the species M, M 1, Cl, C2 and C3 refer to Kin4, Bfal, Kin4*, Bfa1* and SM respectively.
(C) Biochemical reactions in (B) have been translated to mathematical language of ODEs and simulated without positive feedback. Almost all species
are famishing after 40 seconds. (D) same as in (C) with positive feedback presented.

doi:10.1471/journal. pone.0045772.g007

6. M RURN{M+C,—»C+C,,Ci>M}) — generalized
open cycle with all reactions reversible (the feedback is missing)
cxcept of one

It is possible to compute the fixed points and to analyze their
stability analytically in the first case. The analysis with the help of
chemical organizations yields that there cannot be a pozitive fixed
point in the cases 2, 4, 6. The other cases 3, 5 can only be treated
numerically (analytical solution was not found using Mathematica
[26]) but yield similar results and are more realistic for biological
applications.

In summary we see that the three reaction networks 1, 3, 5 with
a cycle have a stable positive fixed point whereas the networks 2, 4,
6 without the feedback via the cycle do not exhibit a positive fixed
point at all. So the feedback of the cycle ensures the existence and
stability of a fixed point. Numerical simulations of all particular

PLOS ONE | www.plosone.org

autocatalytic network variants are shown in Figure 5. A detailed
account is provided in the Appendix.

Mitotic Spindle Assembly Checkpoint Network
Model. The mitotic Spindle Assembly Checkpoint (SAC)
ensures accurate chromosome segregation by restraining cell-cycle
progression from entering anaphase until all chromosomes have
made proper bipolar attachments to the mitotic spindle
(Figure 6A). Tt is thought that unattached or misaligned
kinetochores catalyze the formation of a “wait-anaphasc™ signal
which then diffuses to counter the activation of the ubiquitin ligasc
APC by its coactivator Cdc20. Activation of APC by Cdc20
triggers chromosome segregation by ubiquitination of securin and
cyclin B. Dysfunction of the SAC leads to aneuploidy {27,28] and
its reliable function is important for tumor suppression [29,30].
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Table 1. Number of species of the reactive organizations.

Oy (o]
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We number the reactive organizations by size in ascending order from 0 to 3.
doi:10.1371/journal.pone.0045772.t001

The Cdc20-binding protein Mad2 was suggested as playing
crucial and major part in the “wait-anaphasc” signal, as it is
stabilized in a conformation with incrcased affinity to Cdc20
specifically at unattached kinctochores. This module was called the
“Template” model [31]. According to this model, Mad2 in its
open conformation (O-Mad?2) is recruited to unattached kineto-
chores by Mad1-bound Mad? in its close conformation (C-Mad?2)
to form the ternary complex Madl:C-Mad2:0-Mad2*. In this
complex O-Mad2* is the “activated” Mad?2, i.c. it 1s stabilized in a
conformation which can interact with Cdc20 to form Cdc20:C-
Mad2. Tt has been proposed [32] that there exists an autocatalytic
amplification (or a cycle, according to our definition) of Cdc20:C-
Mad2 formation by which in addition to the activation via
kinetochore-bound Madl:C-Mad2, O-Mad?2 can likewise be
activated by Cdc20:C-Mad?2 (Figure 6B).

The dynamics of the full Template model both in-sifico and in-
witro have been recently discoursed in detail by several mathemat-
ical models [33-35]. In this study, we first reduce the Template
model to solely two reversible reactions with an autocatalytic
amplification which is suggested in [31]. This was observed in zitro
[35] and has been widely discussed in [36,37]. Subsequently, we
incorpe sate it into the partcular autocatalytic network model
presenied in Section “A Particular Autocatalytic Network™ by
adding species and rcactions forming production and degradation
pathways for all species (compare Figure 6B with Figure 3A). This
is justified since we know that all proteins are synthesized during
the cell-cycle and at lecast some are degraded [38]. In contrast, all
models in the literature [21,33-35,39,40] did not consider the
production and degradation of Mad2 and Cdc20. We used
arbitrary valucs of the kinetic paramcters and avoid using
published or optimized kinctic data from Budding yeast [35] or
humans [31,34] because our approach indicates that the kinetic
paramcters for the small cycles play no role (sce last section of
Appendix) and our model is a reduction of the published models
where the current reactions have unknow valucs. We stopped the
simulations after one minute which was cnough to reach the steady
state for the system (Figure 6C and Figure 6D). This time can be
thought of as the period required for attaching a single kinctochore
to the microtubule {(e.g. in humans during mitosis, we have 92
kinetochores). The simulation analysis is in the same concert as our
theory where the model has no positive fixed point in the absence
of a positive feedback provided by a cycle (Figure 6D) while in the

Table 2. Number of species and reactions in the genome-
scale network and the cycles.

M Cye?  Cye)'  Cyel?  Cye?  Cyef Cycp
speces | 762 . 46302 | sean iniilisaiiigis
reactions 1939 837 2 899 2 913 2

M denotes the full network, Cyc]™ the bigger of the two newly appearing
cycles between O, and Q,,, Cycj"” the smaller ane.
doi:10.137 1/journal.pone.0045772.1002
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Table 3. Critical and non-critical reactions in the large cycle
compared to the ones outside the cycle.

Cyep

Cycd' M\Cyc)' Cye;* M\Cyc)®

doi:10.1371/journal.pone.0045772.t003

presence of the cycle the system has a stable positive fixed point
(Figure 6C). Only the positive fixed points arc rclevant for our
given biological application, since we want all the species to be
maintained. Hence our simple model of SAC supports the idea
that the autocatalytic amplification {or cycle) is necessary for the
topology of the Template model.

Spindle Position Checkpoint Network Model. Spindle
oricntation with respect to the polarity axis is crucial during
asymmetric cell division [41—45]. The budding ycast §. cerevisiae is
a unicellular organism which undergoes asymmetric ccll division
and has been widely used to study polarized cell growth and
asymmetric ccll division [46]. If the spindle fails to align properly,
a remarkable surveillance mechanism called the spindle position
checkpoint (SPOC) (Figure 7A), delays cells from exiting mitosis
until correct spindle orlentation is achieved [46—49]. SPOC keeps
the activity of the Bfal-Bub2 GAP complex under tight control.
Upeon spindle misalignment, the kinase Kin4 phosphorylates Bfal,
preventing its inhibitory phosphorylation by another kinase called
Cdc5. Kin4 is therefore crucial for maintaining the GAP complex
active [46,50,51]. Here, we buiid a simple mathematicai inodel for
SPOC active statc. Analogously to the SAC model, we incorpo-
rated the cycle (Figure 7B) into the structure of the particular
autocatalytic network (Figure 3B). Our aim is to sce the effect of
the positive feedback given by the cycle when we include a
production and a decgradation pathway for all species. The
simulations show that the closed cyele (the signal SM that targets
the kinase Kin4) leads to a stable positive fixed point whercas the
open cycle does not (compare Figure 7D and Figure 7C).

Genome-Scale Network. In an earlier study the organiza-
tions of four versions of a genome-scale metabolic reaction
network model (M,R) of Escherichia coli [22] were alrcady
computed [23]. The fourth of the scenarios consists of 762 species
and 1939 rcactions, where reversible reactions are counted as two
single rcactions. It exhibits four reactive organizations Op, Oy, 0>
and O3 of which the biggest onc O3 contains 547 spccics.

For this study we developed a Java tool (available at http://
www.biosys.uni-jena.de/Services.html ). to find cycles. Our theory
predicts the existence of at Icast one additional or changed cycle if
we look at the difference between two reactive organizations. The
results arc summarized in Tables 1, 2 and 3. In the following we
only describe our analysis for the newly appearing cycles in the
largest (O3) compared to the sccond largest reactive organization
(O2) in detail. There is one large cycle Cycf3 and a small one
Cyc}® consisting of only two species. In the following we only
consider the large cycle since the small one has no apparent
influence on the systemm as a whole. The large cycle consists of 523
different specics and there are 913 differcnt reactions constituting
1t,

In order to measure how important the cycle is for the system to
be able to maintain a high amount of different species, namely for
a potental fixed point to exist, we performed the following

October 2012 | Volume 7 | Issue 10 | e45772



experiment. For cach reaction in the cycle we check whether the
largest organization still exists in the network with the reaction
switched off. The same procedure is applied to the reactions not
part of the cycle.

In summary, we can say that 400 of the 913 reactions being part
of the cycle were identified as crucial for the presence of the largest
organization. If one of these rcactions is switched off the largest
organization cannot be found. In casc of the reactions outside the
cycle, only 11 of 1026 of reactions are crucial for the existence of
the organization. This indicates that the structure of the cycle is
important for the existence of the stable composition of species
formed by the largest organization.

The runtime of our measurement is neglectable compared to
the preblem of finding the rcactive organizations in such large
networls [52]. After a preparatory step to construct a graph from
the rea_tion network, we use Tarjan’s algorithm for detecting the
strongl.’ connected components of a graph [53] to find our cycles.
Both stcps have a runtime of O(|JM|+|R|). In order to check
whether a set of molecules O remains an organization when a
reaction is switched off, we nced to solve a lincar programming
problem of size O(|O]+|Ro|—1). This is donc using Ipsolve [54].

Discussion

The occurrence of specific motifs and their functionality in
networks have been studied largely in biological, ecological and
social systemns [11]. Morcover, there are many works that present
results, linking reaction networks with eyclic structures and the
capacity to generate stationary statcs [1,2,4]. These studies cither
focus on isolated specific motifs or on the effect of feedback loops
on a system’s behavior. Here however, we focus on the role of
cycles in systems that undergo a change in the composition of
molecular species. In Lemma 1 we showed that one possibility to
achieve a qualitative transition, namely from a closed (not
necessarily self-maintaining) set to an organization, is to add a
cycle.

On the one hand, this transition can be interpreted as a way of
creating an autopoietic system from a non-autopoictic one. A
chemical reaction system in which the present molecules are not
able to react such that new specics occur (as stated in our definition
of closire) may not be sufficient to have an autopoictic property.
In orig as of lifc rescarch one is interested in the transition from
non-living to living chemical systems. Our results suggest that the
addition of a cycle is a necessary condition. Furthermore the
cvolution from one autopoictic system to another one then
includes the additions, changes and/or deletions of cycles.

On the other hand, a change of composition of molecular
species in a reaction network also gives rise to new behavior and in
particular to new fixed points or a change in the stability of already
existing oncs. In terms of COT, altcring the present molecular
species means a movement between organizations. The results on
cycles suggest two ways of how a system moves from one
organization to another and therefore potentially between stable
states. Namely, a cycle can be added or eliminated (see Results
section). The results presented here (Lemma 1 and its Corollary 1)
provide a framework to study how the inner and outer
perturbations lead to qualitative changes in the composition of a
chemical system. We emphasize, that this is not only a change of
state going from stable state to another one, but a change in the
molecular specics present at the stable state. As shown in the
cxample on the E. coli sugar metabolism model this analysis can
even be employed in cases where ODE:s fail to predict properties.
In particular, it indicates how to identify reactions and species
responsible for the stability of the dynamical behavior of the
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network. Furthermore, organizations can be decomposed in
groups of sclf-maintaining clusters, that are connccted through
catalysts and overproducible molecules [33] and hence give more
insight into the systems’ dynamical structure.

An examination of qualitative propertics like fixed points and
stability of cycles has not been a subject in the mentioned studics.
Also COT can only disprove the cxistence of a fixed point but not
prove it. Therefore we need to use classical methods (like the
Jacobian). This task can be performed for concrete classes of
networks only. We took advantage of an alrcady existing
prototypical autocatalytic network containing a cycle of length 2
studied in [13]. One possible gencralization without altering the
original structure too much is the cycle of length 7 used here. We
also included certain reverse reactions which often occur. On the
one hand, we chose the simplest generalization (many more are
thinkablc), on the other hand this variant still matches closely to
biological applications. The positive feedback provided by the
cycle is crucial for the existence of a positive fixed point and its
stability in all cycle variants we have discusscd. We emphasize that
in the particular autocatalytic network discussed, a positive and
not a negative feedback leads to the stability property of the fixed
point. This is due to the fact that the molecular specics are all
degrading. Therefore there nceds to be a positive feedback to
replace the vanished molecules. In our study a cycle provides the
structure for the network to reproduce all the molecules and not
only onc type by a single positive feedback.

There are many biological applications that have similar cycles
to those presented in this study, c.g. MAPK (mitogen-activated
protein kinase) cascades and cell-cycle control modcls. We have
used two examples of mitotic control mechanisms, namcly the
Spindle Assembly (SAC) and Position (SPOC) Checkpoints. Both
checkpoints have high importance in cancer research [46,56]. We
took advantage of the well studied models on SAC [33-35] while
for SPOC, we built a very simple model that is able to grasp the
basic SPOC mechanism. QOur analysis of these two models is
consistent with our theory and shows that the feedback guarantees
a positive stable fixed point. Additionally, the published models did
neglect all productions and degradations reactions for all proteins
and complexes. These reactions could be important for the effect
on the model’s prediction. For instance in a SAC model,
neglecting these reactions led to an underestimate of the cffect of
the feedback loop at least with respect to the stability of the system
(34].

As future work we aim at the inclusion of non-stoichiometric
information, such as the kinetic rate rclations or relative molccular
concentrations. These might allow us to cstablish concrete results
about the cxistence and stability of fixed points, and of other
stationary regimes of higher dimension, such as periodic orbits and
limit cycles [17]. Indeed, a novel molecular species (or a sct of
them) introduced to a rcaction nctwork can reinforce or
breakdown the stability of a chemical system.
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Appeadix

Chemical Organization Theory

Let M be a sct and R be a subset of Py (M) X Py M)
where Ppu(M) denotes the set of multisets over M. The pair
(M,R) is called reaction network and we call M the set of molecules
(or species) and R the set of reactions.

Like in chemistry, for (/,r)eR we also write /—r or

Z IMM—' z rMM

Me MeM

where we denote by /y,ryy€Ng the multiplicity of M in /[,r
respectively. A reaction (/,r)eR occurs when the molecules in [ are
consumed to produce the molecules in r (what this actually means has
to bc made precise for cvery dynamics scparately, c.g. the
application of a reaction in stochastic dynamics is different from
continuous dynamics).

Furthermore we define the support and the product of (I,r) by

supp(l,r) : ={MeM | Iy, >0},

prod{/,r) : ={MeM | rp>0}.

Let A be a subset of M. We define Ra, the set of reactions
applicable to A, by setting

Ra : ={(l,NeR | supp(/,r)=A}.

Abusing notation we use a reaction (/,r)eR as an index as well
and define the stoickiometric matrix NocRA* Al for A by

(NA)A.UJ'] =ry—ly, AEA,(!,)’)ERA.

C being closed means that by applying reactions from R¢ we do
not get molecules outside C. Formally speaking, a subset C of M is
closed if for all reactions (/,r)eR¢ we have prod(/,r)=C, ic. if
(C,Rc) is a reaction network [14].

S being semi-self-maintaining means that if a reaction
application consumes a specics, there is a reaction producing this
species. More formally, a subsct S of M is semi-self-maintaining if for
every A€S and (/,r)eRs with /4 —r4 >0 there is a (/',F)eRg with
Fa— [’,4 >0.

A subsct of M is a semi-organization if it is closed and semi-self-
maintaiaing.

Sem. -organizations cntail a topological (non-stoichiometric)
notion of stability in rcaction networks. On the one hand, the
closurc property ensures that a semi-organization will not produce
novel specics. On the other hand the semi-sclf-maintenance
ensurcs that the specics that are consumed within the network arc
also produced. However, although scmi-organization is a neces-
sary condition for the occurrence of a fixed point, semi-
organizations cannot be maintained over time in general, ie.
consider the reaction network ({4,B},{4A—B,2B—A4}) with the
semi-organization {A,B}.

In order to capture more of the notion of fixed states in a
rcaction network, we necd to consider the stoichiometry of the
reactions, and verify if the netwerk can maintain itself, 1.c. produce
all the species at a higher or equal rate to what they arc consumed.
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A subset S of M is self-maintaining if there is a vector veR™! with
strictly positive entrics such that NgveR®' has only non-negative
cntrics [16]. S being sclf-maintaining means that all the reactions
from Rg can occur at a certain strictly positive ratc without
decreasing the concentration of any specics of S.

A subset of M is a chemical organization if it is closed and sclf-
maintaining [14,16].

The term organization refers to a more stringent condition than
semi-organization. Indeed, every organization is a scmi-organiza-
tion [16]. Moreover, organizations bridge the rcaction network
with its dynamical behavior. Given a reaction network and a
kinetic law (c.g. mass action kinetics), it has been proven that the
fixed points of the obtained ordinary differential equation (ODE)
system, relate to the sct of organizations as follows. For every fixed
point the set of molecules with concentration higher than zcro in
that fixed point is an organization of the rcaction network {16,17].

Fixed Point and Stability Analysis for the Particular
Autocatalytic Network

The stoichiometric matrix Ny of the system (M,R) with the
generalized cycle (case 1) defined in Section “A  Particular
Autocatalytic Network™ is

Ny=
1 0 -1 -1 00 -1 =1 =1 -1 0 0 0 0
oo 1 0O -0 0 0 0 0 000 0
00 I 0 -1 0 0 0 0 000 0
0-10 01 1 0 0 0 0 1 U 1 |
o000 000 1 0 0 0 —-10 0 0
Yooo 000 0 1 0 0 0-10 o [
00 0O 00 0 0 |1 0 00 -1 0
00 00 0 0 0 0
000 0 0 0 0 I 00 —1
It is possible to gucss a suitable vector to show the self-
maintenance  property of the whole  system.  For

v=(n+2,1,1,1,1,...,1) we get Nyv=(0,0,0,n+1,0,0,0,...,0).
Hence the reaction network is an organization.

In a similar fashion wc see that the full network is not an
organization in the cases 2, 4, 6 since the row 7 is missing and
species Cy can no longer be maintained. In case of the cycle with
reversible reactions (cases 3, 5) we also find the network to be an
organization with the help of a similar argument. More precisely,
the stoichiometric matrix needs to be cnlarged by the reverse
rcactions and the flux vector slightly adjusted (see Figure 4 for
typical Hasse diagrams of thesc cases).

For the determination of fixed points and their stability we
employ the ODEs given by mass action kinctics for the reaction
networks. The reaction rate constants we did not explicidy define
arc assumcd to be all cqual to 1.

The ODEs can be written down for all six cases at once using
the parameter s which is equal to 1 if the cycle is closed (cases 1, 3,
5) and equal to 0 if open (cascs 2, 4, 6). We also usc the constant ¢
for the rate of the reverse reactions.

1.s=1, ;=0 — generalized cycle
2. 5=0, a;=0 — generalized open cycle (the feedback 1s missing)
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3.5=1, aj=a — gencralized cycle with reversible reactions

4. 5=0, gj=a - generalized open cycle with reversible reactions
(the feedback is missing)

5.8=1, ay=0, a,=a — generalized cycle with all reactions
reversible except of one

6.5=0, @) =0, g;=a — gencralized open cycle with all reactions
reversible (the feedback is missing) cxcept of onc

The “ast section alrcady showed that there is no fixed point in
the cas's 2, 4, 6. Only case | can be treated analytically. For the
cascs 3, 5 numerical simulations can be done.

The ODEs for our reaction network are given by

n—1 n
M=knTn—M[2Ci+ > C+G+1)Co |+ Y aC

i=2 f=1
Tiw=MC —TyC,

Tour = MCrr - Tuw Cl

n—1
W= *kou! WTou+ TinCa+ TomCI +CI. Cn+ Z C:‘G+]

=
C =(M-C)Cr—a1
Cy=(M—GC)C —a: G,
C3=(M—C3)Cy—ay Cs

Cet = (M — Cy—1)Cp=2—thi—1 G-
Cn=(M_ CH)CH—I —anCn'

Its Jacobian matrix is

J=

Jio kw0 0 -2M -M -M -M 1M
G -G 0 0 M 0 0 0 =T
G 0 -G 0 —Tu 0 0 0 M

0 G Jiz ke i GG Ca Jan

G o0 0 0 —~Ca 0 0 0 M-C
G0 0 0 M-G -G 0 0 o |
G 00 0 0 M-G -G 0 0
G2 0 0 0 0 o 0 =Cpa O
G 0 0 0 0 0 0 M—Cy =G

where J1 = —(2C,+ 123 Ci+2G,), Jaz = —kou W + Ci Tpus,
Jd.n: out + Cn + C?; and J4Ji =1 in+ CI +Cn—l-
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