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Resumen Ejecutivo

Planteamiento del problema

Al presentarse un dano al higado, la liberacién de mediadores inflamatorios ac-
tivan una cascada de reacciones bioquimicas que inducen la transdiferenciacién de
las HSCs en miofibroblastos que expresan coldgeno fibroso con la finalidad de re-
parar el dafio hepatico. En estado “sano”, las HSCs almacenan y se encargan de la
correcta homedstasis de vitamina A. Al proceso de cambio de fenotipo de las HSCs
se le denomina “activacién” [1]. Durante la activacién, las HSCs pierden las vesicu-
las de vitamina A, se vuelven altamente proliferativas, contréactiles e incrementan
su produccién de colageno fibroso y de proteinas inhibidoras de enzimas metalo-
proteinasas (i.e., TIMPs, Tissue inhibitors of metalloproteinases). Estas enzimas
en estado sano se encargan de mantener el equilibrio de las proteinas presentes en
la matriz celular, en particular de las fibrosas. El desequilibrio de proteinas fibrosas
en la matriz celular es una fuente continua de senales que se encargan de mante-
ner activo el mecanismo de reparacion, ahora en estado patogénico, conllevando al
desarrollo de fibrosis hepatica.

Entender y controlar el proceso de activacion de las células estelares hepaticas
(HSCs, por sus siglas en inglés) permitiria crear nuevas formas de prevenir, tratar
y finalmente revertir la fibrosis. En esta tesis proponemos utilizar avances recientes
en control de redes complejas [2] para caracterizar los factores que juegan un papel
central en la controlabilidad del proceso de activacion.

Motivacion

En México la cirrosis hepatica, con una tasa de 30,000 muertes por ano, es la
cuarta causa de mortalidad en el pais, siendo una de las tasas mas altas de mor-
talidad en Latinoamérica [3]. La cirrosis es una enfermedad que afecta a cientos
de millones de personas a nivel mundial. Solamente en los EUA ocurren 30,000
muertes cada ano como consecuencia de cirrosis. En Europa occidental y EUA el
numero de casos de pacientes que padecen de hepatocarcinoma va en aumento.
Estas cifras se incrementan cada ano, generando costos econémicos y sociales im-
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portantes [4, 5]. Esto hace que la biisqueda de tratamientos para prevenir, tratar
y curar la fibrosis sea un tema prioritario de salud publica.

Las investigaciones actuales sobre la fibrosis hepatica se enfocan en el estudio
de las HSCs debido a que investigaciones recientes las senalan como la principal
fuente de miofibroblastos ante un dano hepético [6].

Resultados en tres puntos

Resolviendo el problema que se plantea, nuestras contribuciones incluyen:

1. La construccién de la red de transduccién de seniales bioquimicas simplificada,
subyacente al proceso de activacién de las HSC. En esta red, moléculas y
complejos bioquimicos son representados como nodos y las aristas dirigidas
corresponden a interacciones entre moléculas. Es importante resaltar que
esta red no contiene signos de las interacciones (i.e., reacciones inhibitorias o
promotoras) o sus magnitudes (i.e., intensidades), las cuales son dificiles de
inferir experimentalmente.

2. Identificacion de los nodos que juegan un papel central en la controlabili-
dad de activacién de las HSC. Para esto, modelamos las HSC como una red
compleja con nodos de entrada correspondientes a receptores (e.g., TGFf |
VEGF, NICD, PDGFf3 , TNFa, PTC), mdleculas intermedias de distintas
naturalezas quimicas que actian como mensajeros secundarios (e.g., Ras-1,
FAK, JNK, MEK, etc), y nodos de salida correspondientes a factores de
transcripcion (e.g., SMAD7, p53, c-Fos, Hes-1, NFxB, ATF-2, ¢ Junk, Elk-1,
IKK, AP-1). La activacién y eventual recuperacién de las HSC corresponden
a la habilidad de controlar las salidas mediante la manipulaciéon de las entra-
das. Esto nos permite estudiar el proceso de activacion a través de analizar
la controlabilidad por salida de la red construida en el punto 1 utilizando
herramientas recientes de control de redes complejas [2, 7].

3. Anélisis de las predicciones obtenidas desde una perspectiva biolégica. Eva-
luamos la plausibilidad de las predicciones obtenidas a través del analisis de
control de redes complejas. A partir del andlisis de la controlabilidad de la
red construida podemos concluir que JNK es un nodo importante pues su
ausencia causa perdida de controlabilidad. Una revisién bibliografica exhaus-
tiva apoya esta prediccién obtenida a partir del andalisis matemaético, pues la
ausencia de JNK impide la regulacién de la expresién de coldgeno.

El resto de esta tesis estd organizada como sigue:
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= Capitulo 1: Se describe la organizacion celular del higado formando lo que se
conoce como su “arquitectura”. También se explica el mecanismo de repara-
cién de un dano al higado.

= Capitulo 2: El funcionamiento de cualquier 6rgano depende de la comunica-
cién que exista entre sus células. Las maneras de comunicacién entre células
se detalla en este capitulo. Con base en la comunicacién celular se construyé
la red de transduccién subyacente a la activaciéon de las células estelares
hepaticas.

= Capitulo 3: En este capitulo se detallan las herramientas de teoria de control
aplicadas al estudio de redes complejas que se utilizaron en esta tesis y su
aplicacién al andlisis de la red construida de transduccién subyacente a la
activacion de las células estelares hepdticas.

= Capitulo 4: En este capitulo se interpretan biolégicamente los resultados ob-
tenidos en el capitulo 3 y se describen las oportunidades de trabajo a futuro.




Capitulo 1

Construccién de la Red de
Senalizacion Subyacente a la
Activacion de las Células
Estelares Hepaticas
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Resumen

Antecedentes

Células estelares hepaticas

Las células estelares hepéticas tienen un ntucleo ovalado y se encuentran en
el espacio de Disse. La matriz del citoplasma de estas células tiene manojos de
microfilamentos y microtibulos. Existe una distancia de aproximadamente 40 pm
nicleo-nicleo entre 2 células. En su citoplasma se encuentra el aparato Golgi largo,
reticulo endopldasmico rugoso completamente desarrollado, reticulo endoplédsmico
suave poco desarrollado, pocas mitocondrias y una gran cantidad de vesiculas que
contienen lipidos, principalmente vitamina A (vA). Con un didmetro de hasta 8
pum, las vesiculas de vA contribuyen al 20.5 % del volumen de las HSCs en estado
sano [4]. Las células estelares almacenan aproximadamente el 80 % de la vA del
cuerpo humano, regulando la fisiologia y fisiopatologia del metabolismo de vA [F.1]
[8].

Las HSCs tienen 2 fenotipos bien definidos: uno en estado sano del higado, y
otro ante un dano del higado. El estado sano se denomina quiescente; sus principales
caracteristicas son abundantes vesiculas conteniendo lipidos, baja tasa de prolifera-
cién y de capacidad sintética. Ante un dafio la célula pasa a un estado “activado”,
presentando ausencia de vesiculas de lipidos, incrementando la proliferacién celular
y la sintesis de elementos de la matriz extracelular, en particular coldgeno tipo I.
Para pasar de estado sano al activado, la célula sufre una “transdiferenciacién”, es
decir adquiere el fenotipo de miofibroblasto [F.2]. Los miofibroblastos son células
que se definen por una alta presencia de microfilamentos de a-actina de muscu-
lo liso (a-SMA), con abundante cantidad de reticulos endopldsmicos, aparatos de
Golgi, mitocondrias, vacuolas y ribosomas [9]. Durante el periodo de dano al higa-
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do, las HSC son activadas gracias a las moléculas liberadas principalmente por
células KC y hepatocitos. El proceso de activacion estd compuesto por 2 etapas:

= La etapa de iniciacién o pre inflamatoria se debe principalmente a una co-
municacion paracrina de mensajeros expresados por hepatocitos heridos, KC
y los cambios en la matriz extracelular. En esta etapa suceden cambios en la
expresion de genes y se incrementa la expresién de colageno tipo I y II1. En el
fenotipo de las HSCs, aSMA (smooth muscle a-actin), y pierde las vesiculas
de VA.

= Perpetuacién se refiere a la etapa en la que se amplifican los cambios de
expresion génica y fenotipica. La contintia remodelacién causa que la matriz
extracelular sea reemplazada por fibras ricas en coldgeno, lo cual acelera la
activacion de las células estelares hepdticas.

Una vez que las HSCs se han transdiferenciado a miofibroblastos, empiezan a remo-
delar la matriz extracelular en la zona hepatica danada al expresar proteinas fibro-
sas, principalmente coldgeno tipo I y III y fibronectina, e inhibiendo la produccion
de metaloproteinasas. Las proteinas fibrosas al ser depositadas van contrayendo la
herida y cuando se ha reparado el dano se desactiva la produccion de proteinas
con la desaparicion de los miofibroblastos, mayormente a través de apoptosis. La
produccién continua de proteinas fibrosas por parte de los miofibroblastos es con-
siderada una de las principales causas de la fibrosis hepatica crénica [10].
Informacién complementaria sobre el higado y las HSCs: Apéndice B

1.1. El desarrollo, funcionamiento, sobrevivencia, de
una célula son dependientes de las rutas de trans-
duccién subyacentes.

La actividad de una célula se ve alterada por las senales externas que recibe.
En la membrana celular se encuentran receptores que detectan las senales externas
y las integran intracelularmente activando seniales internas que en conjunto confor-
man una ruta de senalizacién [11]. La senal externa puede provenir del ambiente
extracelular (pH, nutrientes disponibles, temperatura, etc.) o puede ser una senal
emitida por otra célula. Las senales entre células pueden ser de diversos tipos,
principalmente eléctricas o quimicas [F.7]. La senalizacién eléctrica es el tipo de
comunicacién mas rapida; es utilizada principalmente en el corazén y el cerebro. La
senalizaciéon quimica es la manera de comunicacién mas utilizada por las células.

En la senalizacién quimica, la célula que quiere emitir el mensaje secreta al me-
dio extracelular una molécula denominada “primer mensajero” o “ligando”. Cada
primer mensajero se une de manera saturable a una proteina especifica denominada
“receptor” [12]. Los receptores son proteinas flexibles y generalmente se encuentran
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en la parte externa de la membrana celular. Sin embargo, puede suceder que un
primer mensajero sea una molécula hidrofébica y se una a un receptor que esté
en la membrana celular de manera interna, en el citoplasma o directamente en el
ntcleo celular. Una vez que el ligando se unié al receptor activandolo, el receptor
se encarga de transducir la informacion de la senal causando cambios en la funcién
celular. La mayoria de los receptores al ser activados producen pequenas molécu-
las, “segundos mensajeros”, que pueden tener actividad inhibitoria o activadora.
Al proceso de “acarreo” y “traduccién” de las senales extracelulares de manera
intercelular, colectivamente, se llaman ruta de transduccién o ruta de senalizacién
[12].

Existen diversas rutas de transduccién en una sola célula. Cada ruta induce
una respuesta a determinada situaciéon. Es importante senalar que los primeros
mensajeros no transportan informacion intrinseca, la informacién que recibe la
célula depende del tipo de célula receptora, las caracteristicas del receptor que sea
activado y del ambiente celular (i.e., matriz extracelular) [13].

Una célula en todo momento recibe senales extracelulares, procesando esta in-
formacién a través de rutas de transducciéon o senalizacién. Sin embargo, entre
estas rutas pueden existir puntos de interseccién, es decir, que un segundo men-
sajero esté involucrado en dos o mas rutas de transduccién diferentes, formando
una “red de rutas” que engloba varias rutas de senalizacién. Gracias a esta red de
senalizacion, las células pueden responder y modificar su actividad como respuesta
a los diversos estimulos del medio extracelular [11].

Existe enorme cantidad de primeros mensajeros, con diferentes propiedades
quimicas y fisicas, expresados por diferentes tipos celulares y que son transportados
por diferentes medios. Los primeros mensajeros son clasificados en cinco principales
categorias: neurotransmisores, hormonas, factores de crecimiento, estimulos super-
ficiales y estimulos sensoriales [11]. Por otro lado, cuando los primeros mensajeros
son expresados por glandulas y secretados al torrente sanguineo, se dice que existe
una comunicacion “endocrina”. Y si los primeros mensajeros se ligan a los recepto-
res de la célula que los expresé se denomina comunicacién “autocrina”. Cuando los
ligandos se quedan en la hendidura sinaptica, la comunicacién es sindptica. Si los
primeros mensajeros se quedan unidos a la membrana de la célula que los expresé
la comunicacién es yuxtacrina [F.8].

1.2. Activacion de células estelares hepaticas en térmi-
nos de rutas de transduccion

Cuando los hepatocitos son danados, inician el proceso de regeneracién al ex-
presar y liberar al medio extracelular, principalmente, factores de crecimiento. Los
principales factores de crecimiento que son liberados son factor de crecimiento de
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hepatocitos (HGF), factor de crecimiento epidérmico (EGF), factor de crecimiento
transformante o (TGFa), y factor de crecimiento tipo insulina. Estos factores de
crecimiento inducen la replicacién de hepatocitos y colangiocitos. Con mas pre-
cision HGF se une a la matriz extracelular activando su degradacién por medio
de metaloproteinasas a otros factores de crecimiento (i.e. factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF), y factor de crecimiento de fibroblastos (FGF)) y la
citosina TGFf (factor de crecimiento transformante 3. Por su parte, las células
Kupffer (KC) expresan el factor de necrosis tumoral (TNF«), que estimula la pro-
duccién de la citocina interleucina 6 (IL-6). La ruta de senalizacién Hedgehog (Hh)
es necesaria en la regeneracién del higado, promoviendo la acumulacién de células
inflamatorias (KC), el depésito de matriz extracelular, y la remodelacién vascular
[14].

La detencion del proceso de regeneracion del higado es una etapa muy delicada,
puesto que el factor TGF S — que detiene la regeneraciéon de las células parenquima-
tosas — activa la produccion de proteinas fibrosas de la matriz extracelular. La senal
de paro a la regeneracién sucede en paralelo con la reconstruccion de las sinusoides
a cargo de las células endoteliales y el restablecimiento de la comunicacién vascular
por los factores de crecimiento angiogénicos VEGF, EGF, PDGF, angiopoyetina.
Al mismo tiempo, las HSCs son atraidas por los factores de crecimiento PDGF,
EGF, FGF, con senalizacion amplificada por TGF S a los espacios de Disse recons-
truidos y son activadas gracias a TGF S para la expresién y deposicion de coladgeno
fibroso tipo I y II, principalmente, para la recuperacion de la matriz extracelular
y completar la regeneracién del parénquima [14]. Cuando finalmente se termina la
regeneracion del higado, las células estelares transdiferenciadas a miofibroblastos
son eliminadas por medio de apoptosis o una regresién no completa a su fenotipo
quiescente.

Sin embargo, si se trata de un dano recurrente, las rutas de senalizacién van a
estar en constante activacién, incrementando la cantidad de HSCs transdiferencia-
das, su tasa de proliferacién y de produccion de proteinas fibrosas. Estas proteinas
estableceran senales de retroalimentacién hacia los ahora miofibroblastos para la
continua expresion de proteinas fibrosas, lo que en conjunto tiene como consecuen-
cia la fibrosis hepéatica. La ventana de tiempo para que la fibrosis hepéatica se pueda
revertir a partir de la eliminacién del agente etiolégico es pequena. En una sola
ocurrencia de dano se reestablece la comunicaciéon entre hepatocitos y la matriz
aproximadamente en 4 dias gracias a las HSCs activadas. Después de este tiempo,
si el daflo se contintia se produce la fibrosis hepética [14].
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1.3. Construccién de la red de transduccion

La red de transduccion subyacente a la activacién de las HSCs fue construida
a través de una revisién exhaustiva de la literatura [Apéndice B]. Los articulos
experimentales considerados consistian en la comprobacién de la activacién de
moléculas mensajeras pertenecientes a las rutas de senalizacién en experimentos
en HSCs de ratén, rata, in vivo e in vitro. Las HSCs eran activadas mediante el
virus de la hepatitis, intoxicacién con CCly, o bien al ser cultivadas en un medio
simulando una matriz extracelular rigida.

En las rutas de transduccién seleccionadas el receptor tiene un comportamiento
cinético clasico (los primeros mensajeros se unen de manera saturable al receptor).
Como conclusion de nuestra revisiéon bibliografica, encontramos los siguientes 6
receptores que juegan un papel esencial en la activacién de las HSCs:

» Hedgehog (Ptc: receptor Patched)

Notch Signaling Pathway (NICD: Notch Intracellular Domains)

TGFf (Transforming Growth Factor ()

PDGFf (Platelet Derived Growth Factor 3)
VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor)

TNFa (Tumor Necrosis Factor «)

A partir de los receptores anteriores se seleccionaron los mensajeros secundarios y
sus factores de transcripcién que experimentalmente se ha demostrado son efectores
en cada ruta de transduccién. Utilizando este conjunto de receptores, mensajeros
secundarios y sus factores de transcripcion, se construyé una red de sus interac-
ciones [Apéndice A]. Los factores de transcripcién fueron elegidos como el punto
final de cada ruta de transduccién puesto que son los elementos moleculares que
controlan la expresién génica, ocasionando cambios en la célula. Ademads, un factor
de transcripcién puede controlar la expresién de mas de un gen, lo que ofrece un
mayor rango de elementos controlados. Y son la ruta transcripcional directa que
provoca la activacién de las HSCs [1].
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1.4. Tabla de interacciones de la red de transduccion?

[1 [16] [17]
TGFg
Ras-1, TGFS induce la | TGFB activa a
Raf-1, activacién de las | Ras quien en con-
MEK moléculas mensa- | secuencia activa a
jeras Ras-1, Raf-1, | Raf-1 y MEK.
MEK, indepen-
dientemente a
PDGFp.
SMAD Después ser acti-
2/3/4 vado el receptor de
TGFg, activa las
proteinas SMAD2
y SMAD3, una vez
activadas forman
un complejo con
SMAD4.
TNF«
cJunk, TNF«a activa los ft | TNFa activa los
AP-1 cJunk y AP-1, lo | ft cJunk y AP-1,
que conlleva la ex- | lo que conlleva la
presion de genes re- | expresion de genes
ferentes a la matriz | referentes a la ma-
extracelular. triz extracelular.
ERK
Elk-1 Cuando ERK es
activado por MEK,
transloca al nicleo
y fosforila ft como
Elk-1
SMAD7
TGFp SMAD7 actia co-
mo inhibidor hacia
el receptor activo
TGFg.
PDGFS

10
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SH-2 Cuando el recep- | El receptor acti- | La activacién de
/Grb2 tor PDGFB es ac- | vado de PDGFB | Ras-1 por parte de
/mSos tivado, recluta a | llama a la molécu- | PDGFB es escen-
(S/- la  molecula men- | la senalizadora | cial para la activa-
G/S), sajera Ras-1. Des- | Ras. Después de | cién de la ruta de
Ras-1, pués de ser acti- | ser activado por | ERK. Una vez ac-
Raf-1, vado, Ras-1 activa | PDGFB, Ras | tivo Ras-1, activa
MEK, la ruta de senaliza- | activa la ruta de | a Raf-1. Una vez
ERK cién ERK. La acti- | senalizacién de | activado por Ras-

vacién de esta ruta | ERK. La acti- | 1, activa a MEK.

es a través de Raf- | vacion de esta | MEK activado por

1. ruta es a través de | Raf-1 activa ERK.

Raf-1.

Ras-1, La activacién de | El receptor PDGF
FAK, PI3K es necearioa | activa a FAK.
PI3K, para la quimoa- | Complejo proteico
AKT, traccién y mitoge- | que interactiia con
p70 nesis de las HSCs. | las proteinas de

PI3K es activado a
través de FAK.

la ECM. PDFGB
activa a FAK,
quinasa que in-
teractua con las
proteinas de la
ECM por interac-
ciones integrinas.
La activacién de
FAK tiene como
consecuente la
activaciénde PI3K,
alentando a la
HSC a proliferar.
PISK activa a
AKT, promovien-
do una respuesta

anti apoptotica
por parte de la
célul activada.
AKT promueve

la activacién de
p70 como blanco
primario.

Tabla 1.1: Moléculas y complejos moleculares pertenecientes a la red de transduc-
cién subyacente a la activacion de HSCs, clasificados como entradas, mensajeros

secundarios y salidas

11
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i3] [19] [20]
TGFEFg
Ras-1, TGFbeta  acti-
Raf-1, va la ruta de
MEK senalizacion  del
mitogen-activado
cinasa. Esto es a
través de Ras-1 -
Raf-1.
SMAD || Una vez activa- | Una vez activa- | Una vez que el
2/3/4 do el receptor | do el receptor | receptor TGFf
TGFS, activa | TGFp, activa | es activado, se
a SMAD2 y|a SMAD2 vy |une a SMAD2 y
SMAD3 quie- | SMAD3 quie- | SMAD3. Com-
nes forman un | nes forman un | plejo que se une a
complejo con | complejo con | SMAD4, translo-
SMADA4. SMADA4. candose al nticleo
y regulando la
transcripcion..
JNK De manera inde-
pendiente a la ru-
ta de senalizacion
de SMAD. TGFg
activa a JNK.
PDGFS

12
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la  proliferacion
de las HSCs
activadas. Al
ser activado
PI3K, induce
la activacién de
AKT. p70 es otra
molécula perte-
neciente a la ruta
de senalizacién

PI3K-AKT.

SH-2 PDGFS  activa | Al receptor | El receptor
/Grb2 || primeramente a | PDGFS se le | PDGFS  activa
/mSos || Ras-1. Conse- | une un complejo | la ruta de senali-
(S/- cuentemente de | conformdo  por | zacién ERK
G/S), su activacién, | src-homology, después de su
Ras-1, Ras-1 activa | proteina Grb2 y | activacién.
Raf-1, a Raf-1. Raf-1 | el factor de in-
MEK, activa a MEK. | tercambio mSos.
ERK ERK es activado | Después de la
después de la | activacién del
activacion de | complejo S/G/S.
MEK. Este complejo
procede a la
activacion de
Ras-1. Una vez
activado por el
complejo S/G/S,
Ras-1 activa a
Raf-1.
Ras-1, Se ha demos- | La fosforilizaciéon | PDGFf, al igual
FAK, trado que el | de FAK puede es- | que otros facto-
PI3K, receptor PDGFS | tar mediada por | res de crecimien-
AKT, activa a FAK. | PDGFg to pueden acti-
p70 La activacién var receptores de
de PI3SK por tirosina, lo que
parte de FAK, conlleva a la acti-
quién es activado vacién de PISK y
por PDGF es la fosforilacion de
necesaria  para AKT; AKT ac-

tivado regula la
sintesis de pro-
teinas fibroticas.

13
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JNK

Se ha reportado
la activacién
de JNK, parte
de la familia
de SPAKs, por
PDGFpS

TNF«

cJunk,
AP-1

TNFa activa los
ft cJunk y AP-1,
lo que conlleva la
expresion de ge-
nes referentes a la
matriz extracelu-
lar.

TNFa activa los
ft cJunk y AP-1,
lo que conlleva la
expresion de ge-
nes referentes a la
matriz extracelu-
lar.

ERK

Elk-1

La translocacion
nuclear de ERK
se asocia con la
consecuente acti-

vacién de ft como
Elk-1

cFos

En humanos, se
ha  demostrado
que la activacién

de ERK

CcOImo consecuen-

tiene

cia el incremento
de los niveles de
expresién de cFos

SMAD7

TGFB

SMAD7 se une
al receptor acti-
vado TGFS im-
pidiendo que se
una a SMAD2 y
SMAD3.

En contraste a las
proteinas SMAD
2 y 3, SMAD7
funciona de ma-
nera negativa ha-
cia el recpetor
TGFEFp

14



Matemdticas hablando biologia

NFxB

Es una familia de
factores de trans-
cripcidon que re-
gula la inflama-
cién, inmunidad,
respuesta de sa-
nacién heridas.

AP-1

La expresién de
AP-1 es eviden-
te en estados
tempranos de
la activacién de
HSCs, cuando
incrementa la
transcripcion de
TIMPs y regula
la expresion de
colageno tipo I.

Tabla 1.2: Moléculas y complejos moleculares pertenecientes a la red de transduc-
cién subyacente a la activacion de HSCs, clasificados como entradas, mensajeros

secundarios y salidas
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Analisis de la activacion de
células estelares usando
principios de teoria de control
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Resumen

Antecedentes

2.1. Técnicas de analisis de sistemas dinamicos sobre
redes complejas

Denominamos “dindamico” a un fenémeno que cambia con el tiempo. En el en-
torno en el que nos desenvolvemos encontramos muchos ejemplos de este tipo de
fenémenos como lo es la vida en si, el envejecimiento, la expresiéon de proteinas, la
infecciéon de una bacteria a un organismo, entre otros. Existen fenémenos dindmi-
cos complejos cuyo comportamiento solamente se puede entender a través de la
implementacién de herramientas matemadticas. Por ejemplo, predecir la evolucion
temporal del fendmeno considerando la interaccién entre los componentes internos
y externos. Es en funcién de estas tres caracteristicas que puede ser util un anélisis
de un “sistema dindmico complejo” [21].

El estudio de un sistema lo hacemos con la finalidad de comprender su compor-
tamiento. Una manera de medir nuestra compresién del sistema es por medio de
cuanto control se puede ejercer sobre el sistema. La nocién de “control” la definié
formalmente en 1963 Rudolf Kalman como la capacidad de llevar un sistema de un
estado inicial a un estado final en una cantidad finita de pasos, independientemente
de cuales sean esos dos estados [22].

Nuestra curiosidad actual de estudiar redes subyacentes asociadas a sistemas dindmi-
cos complejos, interacciones sociales, reacciones bioquimicas que se llevan a cabo
en los organismos, entre otros, han tenido como consecuencia la fusion de teoria

17
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de control y ciencia de redes [2].

La teoria de control se puede presentar de manera mas simple en los sistemas
lineales invariantes (LTI) en el tiempo. Este formalismo es denominado “espacio
de estados”. El concepto de “estado” de un sistema dindmico lo introdujo a la
teoria de control Rudolf Kalman en los anos 1960s. Lo definié como la entidad
matematica que media entre las entradas y salidas de un sistema dindmico [22].
Un sistema con n componentes a lo largo del tiempo t esta descrito por un vector
x(t) € R™. Si el sistema contiene m entradas de control, el valor de cada una de
estas entradas al tiempo ¢t puede describirse por un vector u(t) € R™. Por tanto,
la dindmica de un sistema controlado LTT puede describirse como:

z1(t)
oo(t)
i (t)

y1(t)
Yya(t)

Yp(t)

o de forma matricial:

donde:

anxl(t) + algl‘z(t) + ..
a1 z2(t) + agexa(t) + ..

anlxg(t) + ap2x2 (t) + ..

cllxl(t) =+ 012x2(t) + ..
621.7}2(15) =+ 622.7}2(15) 4+ ..

Cplxg(t) + Cp2X2 (t) + ..

interacciones entre las variables de estado.

» £ € R"” vector de las variables de estado.

. alnxn(t) (21)
. a9 Ty (1)
A X (1)
. Clnxn(w (22)
. Con Ty (t)
- CppTn (1)

(2.3)

A € R™" matriz de los coeficientes a;; caracterizan el signo y fuerza de las

s B ¢ R™™ matriz de coeficientes by, que caracterizan cémo las variables de

estado son afectadas por las entradas de control.

control.

u € R™ vector de las variables de entradas al sistema o de variables de

= C € RP*™ matriz de los coeficientes ¢;; que caracterizan la combinacién de
las variables de estado para crear las salidas del sistema.

18
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La mayoria de los sistemas dindmicos reales son sistemas no lineales. El modelo
estado-espacio de un sistema dindmico no lineal de manera general puede repre-
sentarse como:

w(t) = fla(t),ud))
y(t) = hz(t)) (2.4)

En estas ecuaciones, las funciones f : R" x R™ — R"™ y h : R™ — RP pueden ser no
lineales. La Ec. (2.3) es un caso particular de estos modelos no lineales. Desafortu-
nadamente, el analisis de sistemas no lineales es significativamente mas complicado
que el de sistemas lineales. En muchas ocasiones, como es el caso del andlisis de
controlabilidad, la complejidad es tal que el problema se vuelve intratable en la
practica.

Una forma de sobrellevar la complejidad de analizar la controlabilidad de siste-
mas no lineales es utilizar su linealizacién. La linealizacién se basa en construir un
sistema lineal que aproxime el comportamiento del sistema no lineal alrededor de
un punto de equilibrio o punto de operacion. Para nuestro andlisis, la linealizacion
resulta muy util, pues matematicamente la linealizacién implica la “controlabili-
dad local” (formalmente definida como accesibilidad) del sistema no lineal. Dado
el sistema no lineal & = f(x,u) y un punto de operacién (zg,up) € R™ x R™, su
linealizacién puede escribirse en la forma de la Ec. (2.3) con A = % y

T=x0,u=uQ

B= g—i . Para nuestro analisis, supondremos que el sistema de transduc-
T=T0,u=ug
cién celular subyacente a la activaciéon de las HSCs comienza en algin punto de

equilibrio (zg, up). Bajo esta hipdtesis y utilizando su linealizacién, podremos rea-
lizar el andlisis de la controlabilidad de este sistema utilizando un modelo lineal.
Utilizar sistemas lineales serda también 1util pues, dada una red dirigida o grafo
G(X,E), podemos asociar el conjunto de todos los sistemas LTI como en la Ec.
(2.3) que tiene dicha red, como se describe a continuacion.

2.2. Analisis de Controlabilidad por Salida

A partir de las matrices (A, B, C) del sistema X se realiza el andlisis de con-
trolabilidad por salida. El sistema de la Ec. (2.3) se dice “controlable por salida”
si para cualquier valor inicial de la salida 5(0) € R” y cualquier otro valor deseado
yq € R, existe una entrada de control u(t) tal que y(T) = y4 para un tiempo
T finito. El criterio de controlabilidad propuesto por Rudolf Kalman en 1963 [22]
puede utilizarse para probar que el sistema es controlable por salida si y solo si se
cumple la condicién rank[H| = P, donde
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H=[CB CAB CA*B --- CAY"'B], eslamatriz de controlabilidad
(2.5)

Intuitivamente, la controlabilidad por salida requiere que podamos manipular
arbitrariamente la salida a través de las entradas de control. La imagen de la
matriz H caracteriza el subespacio de R” en donde la salida puede manipularse.
La condicién rank[H] = P implica que dicho subespacio coindice con el espacio
completo RP.

Debido a que una matriz ésta conformada de columnas es posible que algunas
de estas columnas sean combinacién lineal o un multiplo de algunas columnas.
El ndmero de columnas linealmente independientes se define como el rango de
la matriz (rank). Para que un sistema sea totalmente controlable por salida sus
variables asociadas deben moverse en el espacio completo R descrito por H. Si
rank[H] < P, existe un subespacio en el que el sistema estd “atrapado” y no puede
salir. Para explicar este tultimo punto, suponga que rank[H] = p, con p < P.
Fl sistema X se puede mover en un espacio de dimensién RP. Para caracterizar
el subespacio en donde el sistema queda atrapado se puede utilizar la nocién de
espacio nulo izquierdo de la matriz H. El espacio nulo N(H ) de una matriz H es el
conjunto de todos los vectores x tales que Hx= 0. Para que las columnas de H sean
linealmente independientes, se requiere N(H” )= {0}. Desde el punto de vista del
rango, el rango de H seria completo. Si N(H') contiene otros vectores adicionales
al vector cero, entonces existen columnas dependientes en N(H). El espacio nulo
izquierdo de la matriz H se define como N(H) caracterizando las filas linealmente
dependientes. En lo que sigue se explica que la salida del sistema esta atrapada en el
subespacio caracterizado por todos los vectores £ € N (HT ). Para ver esto, note que
si consideramos la combinacién de salidas z = ¢y = €7 Cx entonces su derivada
no estd afectada por la entrada de control pues 2 = ¢1'C Az + ¢7'CBu = ¢7C Ax.
Aqui, se us6 el hecho de que si ¢ €N(H?) implica que ¢CB = 0 a partir de la
Ec. (2.5). Tomando cualquier niimero k de derivadas de z, (2(F), la condicién & €
N(H") implica que 2() nunca depende de u. Es decir, el control v nunca podré
modificar el valor de z como él desee.

2.2.1. Controlabilidad estructural por salida

Debido al conocimiento limitado de los procesos bioquimicos subyacentes a la
activacion de las HSCs, no se conocen de manera concreta el signo de las inter-
acciones a;; (i.e., reacciones inhibitorias o promotoras) ni sus magnitudes (i.e.,
intensidades). Por lo tanto, no se puede realizar el anélisis de controlabilidad por
salida. Para resolver esta limitacion, utilizamos la nocién de controlabilidad estruc-
tural por salida [23] [Fig. 3-02]. Es importante notar que la estructura del sistema
3 de la Ec. (2.3) esté determinada por el patrén de ceros de las matrices (A, B, C)
que depende tnicamente de la topologia del grafo G(X, E). En 1974, Ching Tai Lin
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mostrd que si existe un sistema con estructura ) que es controlable, entonces casi
todos los sistemas con la misma estructura son controlables [23]. En este caso, se
dice que el sistema es estructuralmente controlable. Es inmediato extender este
resultado al caso de controlabilidad por salida. Para esto, definimos un sistema %
como estructuralmente controlable por salida si existe una tripleta (A, B, C) tal
que el siguiente sistema es controlable por salida:

5. { z(t) = Az(t) + Bu (2.6)

y(t)=Czx

Una conclusién inmediata es que la controlabilidad estructural por salida del
sistema 3 depende unicamente de la topologia de su grafo G(X, E). Ademds, una
vez que ¥ es estructuralmente controlable por salida, casi todos los sistemas X
seran controlables por salida. Esta tltima observaciéon nos permitié derivar un
criterio para verificar la controlabilidad estructural de un sistema de la siguiente
forma. Primero, generamos aleatoriamente tripletas (A, B,C) en X de tal forma
que la red del sistema coincide con el grafo G(X, E). Segundo, debido a la observa-
cién hecha, rank[H| serd el mismo para casi todos los sistemas X, existiendo sélo
un conjunto de medida cero correspondiente a singularidades.

El rango genérico de la matriz H se define como el maximo del rango de las
matrices H. El sistema 3 es estructuralmente controlable por salida, si y solo si,
el rango genérico de H es P (i.e., coincide con el nimero de salidas). Si el ran-
go genérico de H es p < P, entonces el sistema se encuentra restringido a un
subespacio p-dimensional. Este argumento nos permitira estudiar la controlabili-
dad estructural por salida de la red de activaciéon de las HSCs, determinando qué
tanto impacta cada nodo en la habilidad de los receptores para controlar los facto-
res de transcripcién. A continuacién, se describe el procedimiento de este estudio
para un caso general.

2.2.2. Analisis de la contribucién de cada nodo en la controlabili-
dad por salida del sistema

Para determinar la importancia de un nodo en la controlabilidad por salida
del sistema se propone calcular la controlabilidad perdida al momento de eliminar
dicho nodo. Con mas precision, se eliminara uno a uno los nodos y se realizara el
analisis de controlabilidad estructural por salida del sistema resultante de cada eli-
minacién. Si el rango genérico de la matriz de controlabilidad por salida resultante
disminuye, implicaria que el nodo eliminado tiene un rol de controlabilidad por
salida en el sistema original. De otra forma, el nodo no tiene un rol escencial en la
controlabilidad por salida del sistema. Note que, al eliminar un nodo, la pérdida
de controlabilidad puede deberse a dos razones distintas:
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= Topolégicos: Cuando al eliminar el nodo ocasiona una ruptura en el flujo de
informacién entre una entrada y una salida. Es decir, la conexién topoldgica
de las entradas con las salidas se vea alterada (i.e., no hay un camino en la
red de alguna entrada a alguna salida).

= Dindmicos: Cuando a pesar de eliminar un nodo se mantiene la conectividad
de las salidas de la red con las entradas, es decir, existe al menos un ca-
mino de las entradas a las salidas. Sin embargo, la controlabilidad por salida
disminuye.

Los casos de pérdida de controlabilidad dindmicos son los mas interesantes pues
caracterizan los factores dindmicos que participan en la controlabilidad de un sis-
tema. A continuacién, aplicamos este procedimiento a la red construida para la
activacion de células estelares.

2.3. Analisis de la controlabilidad a la activacion de
células estelares

2.3.1. Red bioldgica a Grafo G(X E)

En la red de transduccién construida se tienen 29 moléculas o complejos mole-
culares [Apéndice B]. Como describimos antes, estos pueden clasificarse como re-
ceptores (entradas), mensajeros secundarios, y factores de transcripcién (salidas),
ver tabla 77.

Esta red la traducimos a un grafo dirigido G(X, E) donde cada una de las 29
moléculas o complejos moleculares corresponde a los nodos X={1,...,29} y las
interacciones corresponden a las aristas de la forma (j — i) € E, denotando la
participacién directa del j-ésimo nodo en la actividad del i-ésimo nodo [Apéndice
A]. Dado el grafo dirigido G(X, F) podemos asociar un conjunto de sistemas LTI
como se explicé en la Seccién 2.1.

Debido a las dimensiones de las matrices con las que se estan trabajando se
empleé el software Mathematica para realizar los cdlculos. El cédigo utilizado para
el andlisis de Controlabilidad Estructural por Salida se encuentra en el Apéndice
D, el cédigo para el espacio nulo izquierdo se encuentra en el Apéndice E, mientras
que para el andlisis de Pérdida de Controlabilidad, el cédigo se encuentra en el
Apéndice F.
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Receptores Mensajeros secundarios | Factores de Transcripcion
(1) PTC (7)  SMAD 2/3/4 (20) SMAD 7
(2) NICD (8) JNK (21) Hes-1
(3) TGFp (9) S/G/S (22) pbh3
(4) PDGFgS | (10) Ras-1 (23) IKK
(5) VEGF (11) Src (24) NFkxB
(6) TNF« (12) PP2A (25) Elk-1
(13) FAK (26) cFos
(14) Raf-1 (27) ATF-2
(15) MEK (28) cJunk
(16) PI3K (29) AP-1
(17) ERK
(18) AKT
(19) p70

Tabla 2.1: Moléculas y complejos moleculares pertenecientes a la red de transduc-
cién subyacente a la activacién de HSCs, clasificados como entradas, mensajeros
secundarios y salidas

2.3.2. Anadlisis de Controlabilidad Estructural por Salida

Para calcular la controlabilidad estructural para la red de senalizacion aplica-
mos el procedimiento descrito en la Seccion 2.2.1. Especificamente, se asigné un
valor aleatorio en un intervalo de [-1,1] a cada entrada a;j, bim, ¢jo 7 0 obteniendo
sistemas estructuralmente iguales a 3, a los cuales se puede calcular de manera
exacta su controlabilidad por salida. Usando la nocién de controlabilidad estruc-
tural por salida [23], tenemos la seguridad de que genéricamente ¥ va a tener la
misma controlabilidad por salida.

Considerando las dimensiones de las matrices estructurales en la red de activacion
de las celulas estelares, la matriz de controlabilidad por salida H € 10 x 174 resulta
satisfacer:

generic rank[H|=6

El hecho de que generic — rank[H] = po = 6 < P = 10 implica que las salidas
del sistema estan restringidas a moverse en un subespacio de dimension 6.

Al no tener completa controlabilidad del sistema calculamos el espacio nulo
izquierdo N(H?'') para identificar los elementos no controlados [Apéndice E]. Como
conclusiones de este andlisis encontramos que:

= El nodo de salida 20 es completamente no controlado.

» Existe una dependencia lineal entre los nodos de salida:
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e 23y 28.
e 25y 26.

e 22y 29.

2.3.3. Analisis de la contribucién de cada nodo en la controlabili-
dad por salida del sistema

Cémo se explicé en la Seccién 2.2.2, el procedimiento consiste en eliminar un no-
do de lared a la vez. Después se va a calcular el rango genérico. Si g—rank(H) < py
entonces se trata de un nodo relevante para la controlabilidad por salida del siste-
ma. Recuerde que la pérdida de controlabilidad puede ser “topoldgica” o “dinami-
ca”. Las pérdidas por dindmica son las mas interesentes, pues son no triviales desde
un sentido de flujo de informacién.

Es evidente que existira pérdida de controlabilidad al eliminar un nodo de en-
trada o salida. Por lo tanto, el primer filtro para descartar nodos que caractericen
pérdida de controlabilidad no trivial es que no corresponda a una entrada o salida.
Segundo, tambien se descartan casos donde la pérdida de controlabilidad es debido
a razones topoldgicas, pues nos interesan los casos dinamicos.

En el Apéndice C se encuentra el andlisis completo. El resultado de este anélisis
es:

PC = (0,0,2,0,0,2,0,1,0,0,0,0,0,0,0,0,1,0,0,0,1,0,1,1,0,0,1,0,1)  (2.7)

En el vector (2.7), la i-énesima entrada caracteriza el efecto de eliminar el i
nodo en la controlabilidad por salida de la red de activacion de las celulas estelares.
Si PC; # 0, al eliminar el i-ésimo nodo entonces existe pérdida de controlabilidad.
Los nodos que presentan pérdida de controlabilidad son: &, 6, 8, 17, 21, 23, 24,
27, 29.

En la Tabla 77 se anotan los nodos que al ser eliminados se cumplié p < pg. Es
importante notar que, si existe pérdida de controlabilidad topolégica en el sistema,
por consecuencia, va a existir pérdida de controlabilidad dindmica; sin embargo,
si existe pérdida de controlabilidad dindmica no necesariamente hay pérdida de
controlabilidad topoldgica, siendo el caso del nodo 8 [Fig. ?7-3]. Como conclusién,
sélo el nodo 8 es un caso no trivial, pues la pérdida de controlabilidad ocurre 1ini-
camente por razones dindmicas (e.g., la topologia de la red atn permite que haya
un flujo de informacién de alguna entrada a este nodo).
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Nodo eliminado

Topoldgico

Dindmico

*

*

*

DO
w

[\
N

—~| || —~|—|—~
DN [\]
=) e~
— | — | — | — [ — [~ —

*| ¥ K| K| ¥ *

X K| K| K| K| ¥ K| ¥

Tabla 2.2: Nodos que presentan pérdida de controlabilidad para el sistema.
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Capitulo 3

Discusiéon: Lo que las
matematicas dicen sobre la
activacion de las células
estelares hepaticas
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Resumen

3.1. Analisis de Controlabilidad Estructural por Salida

Al obtener en el andlisis de Controlabilidad por Salida que el rango genérico
de H es de 6 el resultado indica que el sistema no puede moverse completamente
en el espacio R0, es decir, hay un subespacio R* en el que se encuentra atrapado.
Desde un punto de vista bioldgico puede interpretarse como el “estado enfermo”
del sistema y no puede cambiar de estado de manera independiente. Considerando
que el estado de interés de la célula estelar es el estado enfermo, este es un resul-
tado alentador, pues indica que con la red construida el analisis captura el estado
activado de las HSCs con la red construida.

3.2. Espacio nulo izquierdo

Al no ser de rango completo la matriz de controlabilidad por salida H se calculd
el espacio nulo izquierdo, lo que conduce a relaciones de nodos que junto con las
entradas actuales al sistema 3 son linealmente dependientes. Al tratarse de con-
trolabilidad por salida las dependencias lineales son entre factores de transcripcion,
ver tabla ?77.

3.3. Pérdida de controlabilidad

Los nodos de entrada corresponden a los receptores y los nodos de salida a los
factores de transcripcion. Al eliminar estos nodos es evidente que existird pérdida
de controlabilidad, por lo tanto, no son considerados de relevancia en el andlisis de
pérdida de controlabilidad.

El primer filtro para descartar nodos esenciales en la controlabilidad es que no
correspondan a un receptor o factor de transcripcion. El segundo filtro es que la
pérdida de controlabilidad corresponda a nodos topolégicos, pues los nodos intere-
santes son los dindmicos.

En el Apéndice C se encuentra el andlisis de Pérdida de Controlabilidad completo.

PC = (0,0,2,0,0,2,0,1,0,0,0,0,0,0,0,0,1,0,0,0,1,0,1,1,0,0,1,0,1)  (3.7)

Recordemos que en el vector (2.7), la i-énesima entrada caracteriza el efecto
de eliminar el nodo i. Si PC; # 0 al eliminar el nodo ¢ entonces existe pérdida
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Factores de Trans- | Matemdaticamente | Bioldgicamente

cripcién

(20) SMAD 7 Nodo 20 comple- | SMAD7Y no es con-
tamente mno con- | trolable
trolable

(21) Hes 1 Dependencia  en | Dependencia  en
nodos: FT:

(22) p53 23y 28 IKK y cJunk

(23) IKK 25y 26 Elk-1 y cFos

(24) NFxB 22 y 29 p53 y AP-1

(25) Elk-1

(26) cFos

(27) ATF-2

(28) cJunk

(29) AP-1

Tabla 3.1: Dependencias entre nodos a factores de transcripcién

de controlabilidad. Vemos que los nodos que presentan pérdida de controlabilidad
son: 3, 6, 8, 17, 21, 23, 24, 27, 29. Los nodos & y 6 son receptores, los nodos
21, 28, 24, 27, 29 son factores de transcripcién. Solamente los nodos § y 17 son
mensajeros secundarios, y sélo el nodo (8) JNK tiene pérdida de controlabilidad
dindmica sin involucrar la topologia.

Nodo eliminado | Topolégico | Dindmico
(3) TGFp * *
(6)TNFa *

(8) JNK

(17) ERK
(21) Hes-1
(23) IKK

(24) NFxB
(27) ATF-2
(29) AP-1

K| K| k| K| K| K| X *

*| K| K| ¥ ¥ ¥

Tabla 3.2: Elementos moleculares que presentan pérdida de controlabilidad para el
sistema.

Resulta ser que JNK (c-Jun N-terminal Kinase) es necesario para la activacion
de las HSCs [24, 25]. Experimentalmente se ha inhibido a JNK, observando que la
activacion de las HSCs también se inhibe. Ademds se observa que TGF 3 necesita
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la activacion de JNK. De esta manera contribuye a la expresién de «SMA, promo-
viendo la expresién de coldgeno fibroso en el higado [24].
La sintesis y degradacién de la matriz extracelular es un proceso dinamico que su-
cede constantemente, independientemente de si el higado se enfrenta a un dano o
no. Sin embargo, se mantiene un delicado balance entre la degradacion y la sintesis
de los componentes. Es decir, el balance entre MMPs y TIMPs se ve alterado dado
que el ft AP-1 regula la expresién de TIMPs y JNK activa directamente a AP-1
[24, 25].

Entonces JNK es un elemento importante en la proliferacién de las HSCs-
tipo-miofibroblastos, la expresién y acumulacién de coldgeno fibroso [17], ambos
elementos importantes para la perpetuacién de la fibrosis hepatica.

3.4. Conclusiones y trabajo futuro

En conclusién, el analisis de la controlabilidad por salida de la red que subyace
a la activacién de las HSCs identificé correctamente al mensajero secundario JNK
como un nodo que juega un papel clave en la activacién de las celulas estelares. Este
resultado es muy alentador por dos razones. Primero, porque sugiere que la red de
activacién construida captura exitosamente informacién del proceso bioquimico de
la activacion de las HSCs. Segundo, sugiere que la aplicacién del anélisis de la con-
trolabilidad de redes complejas proporciona informacién biolégicamente relevante.
En este trabajo el sistema 3, engloba las interacciones bioquimicas que ocurren
dentro de una HSC. Como perspectiva de trabajo futuro se planea hacer zoom
en este sistema a la interaccién molecular enzima-proteina (MMP -TIMP), con la
finalidad de estudiar y modelar la ruptura de balance de MMPs con TIMPs en
funcién a la produccién de colageno fibrosos y el progreso de la fibrosis hepdtica.
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Figura A.1: Red de transduccién bioquimica bésica subyacente a la activacién de las célu-
las estelares hepaticas compuesta de 29 moléculas, 6 receptores, 13 mensajeros secundarios,
10 factores de transcripcién, construida a partir de las rutas de transduccién que han sido
reportadas en la literatura como presentes en el estado enfermo de las HSC. Nodo rojo ==
receptor, nodo azul == mensajero secundario y nodo verde == factor de transcripcién
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Figura A.2: Grafo G(X, E) obtenido a partir de la red de transduccién bioquimica bésica
subyacente a la activacién de las células estelares hepéticas ??. Los nodos X = {1,--- , N}
corresponden a moléculas y complejos moleculares, y aristas de la forma (j — i) € E
denotan que el j-ésimo nodo participa directamente en la actividad del i-ésimo nodo.
Nodo rojo == receptor, nodo azul == mensajero secundario y nodo verde == factor de
transcripcién
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Figura A.3: Matriz A
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Figura A.4: Matriz B
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Figura A.5: Matriz C
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Figura A.6: Vector
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Apéndice B

El higado, su homeostasis
dependiente de su
microarquitectura
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Resumen

B.1. La organizacion celular y arquitectura del higado

El higado normal es el 6rgano mas grande del ser humano, es de color marrén,
con una superficie externa lisa. Su peso corresponde a aproximadamente al 2-3 %
del peso promedio de una persona adulta (1.4 kg mujeres y 1.8 kg hombres). Se
encuentra en el cuadrante superior derecho de la cavidad abdominal, es protegido
por las costillas, mantiene su posicién por las reflexiones peritoneales, que se suelen
denominar ataduras ligamentosas [27].

El higado es dividido por lineas naturales tales como ligamentos, arterias, venas
o conductos. El ligamento falciforme divide al higado en 2 16bulos: 16bulo derecho
mayor y 16bulo izquierdo menor [F.12], ademas este ligamiento une al higado con la
pared abdominal anterior. La anatomia arterial del higado lo divide en 8 segmen-
tos funcionales independientes [F.13]: La vena hepética media divide al higado en
los 16bulos derecho e izquierdo. La vena hepatica derecha divide al 16bulo derecho
en los segmentos anterior y posterior, la vena hepatica izquierda divide el 16bulo
izquierdo en los segmentos medial y lateral. La vena porta divide al higado en
los segmentos superior e inferior. De esta manera cada segmento tiene su propio
pediculo portal, conformado por una rama arterial hepatica, una rama de la vena
porta y un conducto biliar, ademés de una rama venosa que lleva el flujo de salida
de cada lébulo [F.13] [28].

Las funciones del higado son dependientes de su microarquitectura. Entendemos
por microarquitectura el hecho de que el tejido hepéatico se organiza en unidades
fundamentales (l6bulos) [F.14] alrededor de zonas de entrada (tracto portal com-
puesto por una rama de vena hepdtica, de arteria hepéatica y conducto biliar) y
de salida de la sangre (vena central) [29]. Las ramas de vena y arterfa hepética
se comunican con la vena central por medio de capilares sinusoides hepaticos fe-

38



Matemadticas hablando biologia

nestrados y permeables, dividiendo al 16bulo [F.1]. Cada sinusoide estd rodeada de
hepatocitos organizados en laminas anastémicas. Entre los hepatocitos y los sinu-
soides se localiza el espacio de Disse o espacio perisinusoidal que esta delimitado
por las microvellosidades de los hepatocitos, siendo en este espacio donde residen
las células estelares hepéticas (HSCs, por sus siglas en inglés). Los sinusoides estan
formados por células no-parenquimatosas: células fenestradas endoteliales (SEC),
células Kupffer (KCs) [F.2]. La principal funcién de las sinusoides es transportar
sangre donde viajan tanto nutrientes como desechos de los hepatocitos. El conjunto
de células no-parenquimatosas tienen como principal funcién ser una barrera fisica
y selectiva entre la sangre y los hepatocitos.

Las células hepaticas parénquimas, comunmente conocidas como hepatocitos,
son células epiteliales poliédricas, organizadas en ldminas anastémicas. Como célu-
las epiteliales, presentan diferentes regiones o membranas, como lo son las membra-
nas: basal, lateral y apical. Cada regién es esencial para las funciones que realizan
estas células. La membrana basal se encuentra frente a las sinusoides y esta unida
a la matriz extracelular de baja densidad presente en el higado. Ademads, presentan
microvellosidades que invaden el espacio de Disse. Los hepatocitos estan encarga-
dos de la mayoria de las funciones principales del higado, representando el 60 %
de la poblacién celular del higado y aproximadamente el 80 % del volumen de este
6rgano [4]. Cuando ocurre un dano hepético, las células parenquimatosas son las
principalmente afectadas [30].

Aproximadamente 40 % de la poblacién celular del higado corresponde a célu-
las no-parenquimatosas, ocupando solamente el 6.5 % del volumen del higado. Las
células no-parenquimatosas componen las sinusoides hepaticas. Los principales ti-
pos de células no-parenquimatosas presentes en el higado son: (1) las células fenes-
tradas endoteliales, (2) células Kupffer, y (3) células estelares hepaticas (HSCs).
Las células sinusoidales endoteliales, al ser fenestradas ayudan en la selectividad
de sustancias con las que los hepatocitos interactian e intercambian con la san-
gre. Las células Kupffer tienen la funcién de eliminar toxinas y fagocitar bacterias
que viajen por la sangre, secretar mediadores para comunicarse con otras células y
afectar su funcionamiento, y la produccién de sustancias respuesta ante una ame-
naza de dano al cuerpo o al higado especificamente. Cuando el higado se encuentra
en estado sano, las HSCs almacenan vitamina A (vA) y mantienen el balance de
componentes de la matriz extracelular. Cuando el higado sufre un dano, las células
estelares pierden los depdsitos de vA y son las principales células encargadas de la
produccién de coldgeno fibroso [F.3].
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B.2.

Regeneracion del higado

El higado realiza aproximadamente 500 funciones; algunas de las principales
son el metabolismo de carbohidratos, proteinas, aminoacidos y lipidos, la descom-
posicién de hormonas (i.e. insulina), el almacenamiento de nutrientes, minerales y
vitaminas, y la produccién de sustancias digestivas (i. e. dcidos biliares). Ademas,
el higado captura y elimina xenobidticos que representan amenazas para el cuerpo
[31]. Debido a sus funciones, el higado estd propenso a sufrir dafios que pueden ser
de tipo infeccioso, inmune, téxico/drogas, metabdlico, mecdnico, ambiental [Figura

B.1] [14].

Infeccion

- Hepatitis viral

- Bacterias

- Hongos

- Pardsito

- Helmito

Inmunoldgico

- Hepatitis inmunoldgica

- Clirrosis biliar

- Colangitis

- Rechazo de trasplante

- Derivado de injerto
Hepatotoricidad (Droga - torina)
- Higado alcohdlico

- Agentes terapéuticos
Metabdlico

- Enfermedad metabolica hereditaria
- Trastorno metabolico aquirido
- Higado grasoe no-alcohdlico
Mecdnico

- Colestasis obstructiva

- Desordenes vasculares
Ambiente

- Toxinas ambientales

- Golpe de calor

Figura B.1: Principales afecciones

hepaticas

La afeccién al higado tiene co-
mo consecuencia principal el cambio
morfologico y funcional de los hepa-
tocitos. Si el dafio es leve o mo-
derado basta con eliminar el agen-
te dafiino o con la correccién de
la enfermedad y los hepatocitos se
regeneraran. Incluso si el dafio es
extenso con una cantidad masiva
de hepatocitos muertos, el higado
tiene la capacidad para regenerar-
se. De hecho, uno de
res esenciales para la recuperacién
es la desactivacién de los meca-
nismos inflamatorios y fibrogénicos.
Existen dos mecanismos principales
por los cuales el higado se regene-
ra.

los facto-

= Si el dano es leve o moderado los
hepatocitos y las células epitelia-
les del conducto biliar (colangioci-
to), ambas células maduras se di-
vidirdn y replicaran para reparar
el dano.

= En caso de una necrosis masiva de
hepatocitos, las células progenito-
ras (ovales) que se encuentran en

la zona portal se diferencian a nuevos hepatocitos y a nuevos colangiocitos.
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Durante la regeneracién del higado, los nuevos hepatocitos no conservan las lineas
sinusoidales, sino que se agrupan en clisteres de 10 a 14 células, los cuales care-
cen de matriz extracelular y vasos sanguineos. Para mantener la funcionalidad del
higado, se debe reconstruir su arquitectura (las sinusoides y matriz extracelular),
reestablecer la comunicacién vascular y repoblar el espacio de Disse de las nuevas
sinusoides con células estelares hepaticas. Estos dos 1ltimos eventos ocurren de
manera paralela a la senal de detener la regeneracién de los hepatocitos [14].

Dentro de los clisteres de hepatocitos, crecen células endoteliales que van res-
tableciendo las sinusoides al mismo tiempo que expresan factores de crecimiento
especificos de angiogénesis (e.g., VEGF, EGF, PDGF, angiopoyetina). Estos mis-
mos factores de crecimientos atraen a las células estelares hepaticas a las sinusoides,
especificamente al espacio de Disse. La citosinas TGF es el encargado de detener
la replicacion o diferenciacion, segin sea el caso, de los hepatocitos, al mismo tiem-
po que actia como amplificador de la senal de atraccién para las HSCs hacia la
zona en reparacién. Cuando las HSCs llegan a la zona en reparacién se “activan”
(transdiferencian) para expresar componentes fibrosos de la matriz extracelular
[F.4]. Para eliminar las células muertas se activan respuestas inflamatorias que fa-
gocitan los cuerpos [14].

B.3. Fibrosis hepatica

La autoregeneracion del higado es un proceso beneficioso ante dafios leves o
moderados y ocasionales. Sin embargo, cuando la zona afectada estd en constante
reparacién debido a la persistencia del dano, el higado pierde la capacidad de rees-
tablecer el tejido hepdtico y los componentes fibrosos de la matriz extracelular se
van depositando en exceso. Esto llega a formar tejido que se asemeja “cicatrices”,
conllevando a la fibrosis hepatica [F.5] [14]. La Organizacién Mundial de la Salud
define la fibrosis como la presencia excesiva de coldgeno dentro de la matriz extra-
celular [32]. Las células estelares hepdticas en estado activado son las principales
contribuyentes a la fibrosis hepdtica [33].

La matriz extracelular (ECM, extracellular matriz), en el higado sano, estd
constituida por 3 grupos primarios de componentes colagenos, glicoproteinas y
proteoglicanos. La familia de coldgenos se divide entre fibrosos (tipo I, III, V y X),
no fibrosos, grupo que se puede subdividir entre coldgeno que forma redes (tipo
IV, VIII y X), filamento de anclaje (tipo VII), entre otros. La principal funcién
conocida del coldgeno, principalmente del tipo IV, es dar soporte estructural a la
membrana basal, cartilagos, tejido vascular y al tejido conectivo. Los proteoglica-
nos se encargan de regular y estabilizar el ensamblaje de los componentes de la
ECM. Ademsds, en la ECM se encuentran reservas de factores de crecimiento y
citosinas (e.g., VEGF, TGFS3, TNFa, PDGF, entre otros) a los cuales elementos
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como proteoglicanos, fibronectinas y algunos tipos de coldgeno se unen previniendo
su degradacion y transportandolos a su respectivo receptor conllevando a la acti-
vacién de rutas de sefializacién [17].

La sintesis y degradacion de la ECM esta regulada por las metaloproteinasas,
enzimas expresadas por las HSCs, encargadas de procesar las proteinas colagena-
sas y sus proteinas inhibitorias TIMPs (tissue inhibitors of metalloproteinases).
Sin embargo, hay casos, como la regeneracién del higado, en los que se requiere un
desequilibrio entre la sintesis y degradacién de componentes, con la finalidad de
lograr un reacomodo en la ECM. El higado necesita mantener este desequilibrio
bajo control, pues su exceso conlleva a la fibrosis.

En estado fibrético, los componentes fibrosos del higado (i. e., coldgeno) incre-
mentan su nivel de expresién hasta 8 veces, mientras que componentes no fibrosos
del higado incrementan de 3 o mas veces la cantidad en la que normalmente se en-
cuentran expresados [14]. Esto resulta en una alteracién de la microarquitectura del
higado y con ello sus funciones. La ECM, adema&s de funcionar como una barrera
estructural, también regula procesos como la forma, comportamiento, movimiento,
crecimiento, diferenciacién y sobrevivencia de las células, ademés de fungir como
contexto ambiental para la transduccién de senales celulares [34].

La fibrosis hepética consiste en el exceso de colageno fibroso (tipo I y III) de-
positado en el higado; de no detectarse y detener el dano puede dar a lugar a la
cirrosis hepatica. La cirrosis hepética es consecuencia del cambio de la microar-
quitectura completa del higado a una arquitectura nodular alterando la funcién
hepética y el flujo sanguineo [F.6].

Las terapias actuales para las enfermedades cronicas del higado estan enfoca-
das en el agente etiolégico, ya sea a través de su eliminacién o contrarrestando al
dano ocasionado. Existen pocos tratamientos que son especificos para interferir en
la fibrosis, aunque pueden pasar afios antes de ver un avance significativo en la
regresion de la fibrosis [29]. Esto se hace incrementando la tasa de degradacién del
coldgeno al activar las enzimas metaloproteinasas, puesto que, durante la fibrosis,
las HSCs activadas aumentan la expresion de sus inhibidores impidiendo que de-
graden al colageno, ocasionando su acumulacion. También se inhibe la expresion
de los TIMPs y se promueve la apoptosis de HSCs activadas [14].

Atn con terapia de regresién de fibrosis no es posible volver a la arquitectu-
ra normal del higado los danos vasculares que ocurrieron durante la fibrosis son
irreversibles. Para pacientes con fibrosis en estado avanzado, la inica opcion es el
trasplante de higado.

Las investigaciones actuales enfocadas en fibrosis hepatica senalan a las HSCs
como las principales contribuyentes en la expresién y depésito de proteinas fibrosas
en el higado [1, 14, 35]. Por esta razén entender y controlar el proceso de activacién
de las HSCs permitiria desarrollar nuevas formas de tratamiento y, finalmente, re-
vertir la fibrosis hepética.
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Figura C.1: Al eliminar el nodo correspondiente al receptor factor de crecimiento trans-
formante (TGFf, por sus siglas en inglés) hay una ruptura en la red y se pierde control

sobre el factor de transcripcién (FT) p53.
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Figura C.2: Al eliminar el nodo correspondiente al receptor factor de necrosis tumoral
(TNFa, por sus siglas en inglés), ademds de la ruptura que se presenta en la red, se da
una pérdida de controlabilidad sobre los FT IKK, NFxB, cJunk.
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Figura C.3: Al eliminar el nodo quinasa c¢-Jun N-terminal (JNK) no existe una ruptura
en la red y existen caminos posibles para llegar a todos los factores de transcripcion.
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Figura C.4: Al eliminar el nodo quinasa regulada extracelular (ERK) hay una leve rup-

tura en la red y se pierde control sobre el FT c-Fos.
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(* A partir de la topologia del grafo G se obtienen las matrices
estructurales A, B, Cx);

(* Se asignan valores aleatorios entre (—1,1) a los valores diferentes

de 0 de las matrices estructuralesx)
An = AxRandomReal[{—-1, 1}, {29, 29}];

Bn = BxRandomReal[{—1, 1}, {29, 6}];
Cn = cxRandomReal[{—1, 1}, {10, 29}];

(*Calcular rango de controlabilidad de las ”nuevas” matricesx)

(*A partir de las matrices estructurales se obtiene la matriz H de

controlabilidad %)

Hn = Cn. ControllabilityMatrix [ StateSpaceModel [{An, Bn, Cn}]];

(x Se calcula en rango de la matriz de controlabilidad por salidax)

Rn = MatrixRank [Hn];
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(* Definimos las matrices estructurales A, B, C obtenidas a partir de
la topologia del grafo Gx)

(x Se asignan valores aleatorios entre (—1,1) a los valores diferentes
de 0 de las matrices estructuralesx)

An = AxRandomReal[{—-1, 1}, {29, 29}];

Bn = BxRandomReal[{—1, 1}, {29, 6}];

= cxRandomReal[{—1, 1}, {10, 29}];

Q
=i
I

(*A partir de las matrices estrucutrales se obtiene la matriz H de \
controlabilidad x)

H = Cn. ControllabilityMatrix [ StateSpaceModel [{An, Bn, Cn}]];

(* Se calcula en rango de la matriz de controlabilidad por salida x)
R = MatrixRank [H];

(xSe obtiene el espacio nulo de la matriz H transpuesta, equivalente

al espacio nulo izquierdox*)
m = NullSpace[Transpose [H]];

Print [{{ R}}];
Chop [m, 10" —14] // MatrizForm

49




Apéndice F

Mathematica en Andlisis de la
contribucion de cada nodo en
la controlabilidad por salida
del sistema



Matemadticas hablando biologia

eval [R_.] := Module[{A, Aa, B, ¢, An, Bn, Cn, Hn, Rn, k, r, m,

RnM = 0, allpH},
(*

= Controlabilidad del sistema original;

= Matriz de entradas;

R
A = Matriz del sistema;
B
¢ = Matriz de salidas;

Aa = Matriz del sistema, antes de eliminar un nodo;
An = Matriz del sistema con valores aleatorios;

Bn = Matriz de entradas con valores aleatorios;

Cn = Matriz de salidas con valores aleatorios;

Hn = Matriz de controlabilidad de An, Bn, Cn;
Rn = Rango de Hn;
RnM = Maximo valor de Rn en las 10 repeticiones;

k = Nodo que se elimina;

r = Contador de las repeticiones;

allRn = Los 29 rangos maximos de eliminar cada nodo;
allpH = R-RnM de los 29 rangos;

*)

(xMatriz de resguardo de la matriz Ax)

Aa = ConstantArray [0, {29, 29}];
Aa[[]] =A[[]];

(xArreglo dande se va a guardar el rango maximo de las 10
repeticiones al eliminar el k—nesimo nodox)

allRn = ConstantArray [0, 29];

(xArreglo donde se guarda la ”perdida.de_controlabilidad?”
al eliminar el k—nesimo nodox)

allpH = ConstantArray [0, 29];
(*Eliminar el k—nesimo nodox)

Al[k, All]
A[[All, k]

For[k = 1, k <= 29, k++,
] = 0;
] = 0;

R —

allRn

RnM]

(*Despues de eliminar el k—nesimo nodo, darle valores aleatorios a

las matrices originales %)

For[r = 1, r <= 10, r++,

An = AxRandomReal[{ -1, 1}, {29, 29}];
Bn = BxRandomReal[{—1, 1}, {29, 6}];
Cn = c*xRandomReal[{—1, 1}, {10, 29}];
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(xCalcular rango de controlabilidad de las ”nuevas” matrices*)

Hn = Cn. ControllabilityMatrix [ StateSpaceModel [{An, Bn, Cn}]];

Rn = MatrixRank [Hn];

(*Queremos el valor maximo del rango de las 10 repeticionesx)

If [Rn > RoM, RnM = Rn, Continue;];

(x*Guarda el valor de rango maximo despues de las 10 repeticiones al

eliminar el k—nesimo nodox)

allRn [[k]] = RoM;

(*Guarda la perdida de controlabilidad [R-RnM] al eliminar el k—

nesimo nodox)
allpH [[k]] = (R — RaM);
RnM = 0;
* Restablece el nodo eliminado en la matriz original=x)

(
Al = Aa[[]];

I
Print [allpH ];
]
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Figura F.1: [30] Divisién de un lébulo hepético por sinusoides.
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Figura F.2: [36] Pared sinusoidal del higado. a vista superior. Las células estelares
hepaticas estdn en contacto con las células endoteliales y hepatocitos. b vista lateral
de la pared sinusoidal
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(a) [1] Micrografia de una célula estelar (b) [1] Micrograffa de una célula estelar
hepética quiescente (sana). hepética activada (enferma)

Figura F.3: ER: Reticulo Endoplasmatico, N: Nucleo, G: Aparato Golgi, L: vesicu-
las de vitamina A, M: Matriz Extracelular.

quiescente

activada

Transdiferenciacion

Figura F.4: [Composicién propia] Caricatura del proceso del cambio que sufren las
HSCs ante la transdiferenciaén a células tipo miofibroblastos
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Figura F.5: [37] Contraste higado sano (hepatocitos sin dano, HSCs quiencentes,
ECM casi nula) vs higado en estado fibroso (hepatocitos danados, HSCs activadas,
sobre depédsito de ECM.
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Figura F.6: [36] Fases que sufre el higado de estado sano a estado con cirrosis.
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Figura F.7: [Composicién propia] La comunicacién eléctrica es el tipo de comuni-
cacién mas rapida al pasar corriente eléctrica de una célula a otra por medio de
las uniones comunicantes, quienes presentan baja resistencia. En cambio, la comu-
nicacién quimica no es la mas rapida, pero es la méas empleada para la difusion
de informacién. Una célula libera moléculas que tienen como objetivo llegar a es-
pecificos receptores, quienes van a integrar la informacién al interior de la célula
activando “rutas de senalizacién/transduccién” que tienen como objetivo obtener
un cambio en la célula como respuesta.
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Figura F.8: [Composicién propia] Los mensajeros pueden ser liberados por las célu-
las de diferentes maneras, en vesiculas, anclados a la membrana celular, liberados
a través de la membrana celular. Pueden estimular a las células vecinas, los que se
encuentran anclados a la membrana celular se ligan al receptor vecino de manera
fisica, yuxtacrinamente. Si el mensajero fue liberado al ambiente extracelular y se
une a un receptor de la misma célula que lo libero es comunicaciéon autocrina, si
es a una célula vecina es paracrina. Si el mensajero entré al vaso sanguineo es
una comunicacién endocrina.
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Figura F.9: [Composicién propia] Representacion de un grafo como sistema lineal
invariante en el tiempo (LTI). En la tripleta de matrices A, B, C se denota el
valor de interaccién, en A del nodo j con el nodo i, B de la entrada al sistema u;
con el nodo i. C del nodo j con la salida y;. x es el vector de los nodos del grafo.
u es el vector de entradas al sistema.
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(a) [Composicién propia] Estructura topolo- (b) [Composicién propia] Estructura topolo-
gica del sistema X gica del sistema X

Figura F.10: Grafos topologicamente congruentes. La variacién es entre los valores
de sus interacciones, sin embargo, si se obtiene su correspondiente representacion
LTT la tripleta de matrices estructurales va a tener el mismo patrén de ceros.
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Figura F.11: Representacién LTI. Se observa que el patrén de ceros se mantiene
constante, lo tinico que cambia es el valor absoluto de las interacciones, es decir,

la topologia del grafo es constante
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Lobulo derecho Lobulo izquierdo

| | ]

falciforme

Figura F.12: [26] Higado normal. Dividido en dos 16bulos por el ligamento falcifor-
me.

Posterior Anterior Medial Lateral izquierdo

Figura F.13: [26] Anatomia arterial del higado en ocho segmentos funcionales in-
dependientes.
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Figura F.14: [38] Microscopia electrénica del 16bulo hepético. El higado estd conformado
por lébulos hepaticos de forma poliédrica. En las esquinas se encuentra el tracto portal
(TPV terminal portal veins): vena hepdtica, de arteria hepdtica y conducto bilial, H:
Hepatocitos, organizados en laminas anastémicas. S: sinusoides por las cuales las venas y
arterfas portales se comunican con la vena central (CLV). Las flechas indican el acceso
intralobular por el que fluye la sangre al higado.
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