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Resumen

La hipertension se caracteriza por un aumento en la presién sanguinea, la cual depende
del didametro de los vasos sanguineos y de la densidad de la sangre. Si el didmetro del va-
so aumenta (vasodilatacion), la presion que ejerce la sangre sobre las paredes de los vasos
disminuye. Esto da lugar a una situacién en la cual la presion es baja o normal (hipotension/-
normotension). Mientras que ante la presencia de un didmetro menor (vasoconstriccion), la
presion ejercida sobre los vasos es mayor, esto conlleva a un proceso de hipertension. Tanto
el estado de hipotensién/normotensién como el correspondiente a la hipertension pueden ser
considerados, desde la perspectiva conceptual propia del estudio de los sistemas dindmicos,
como configuraciones de actividad estable del sistema corporal subyacente. Tal sistema di-
ndmico estd sometido a la presencia de procesos de regulacion, los cuales condicionan las
restricciones biomoleculares que lo sustancian. El conjunto de estos procesos de regulacién
participan en la homeostasis de la presion sanguinea, la cual se lleva a cabo principalmente a

través de las interacciones entre los siguientes sistemas:

- El sistema Renina-Angiotensina (RAS); el cual consta de dos vias principalmente, la via
cldsica que activa procesos hipertensivos por el receptor AT 1R y la via no cldsica que
contrarresta la hipertension y activa una respuesta de hipotensiéon/normotension a través

de los receptores AT2R y MasR.

- El sistema Calicreina-Cinina (KKS); que participa en la inflamacion, en sefiales de vaso-

constriccion principalmente mediada por el receptor BIR y respuestas de vasodilata-
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cién que son generadas a través del receptor B2R. Ademas, parte de las cinasas que se

unen a estos receptores, son reguladas por enzimas del sistema RAS.

- El sistema inflamatorio; se activa por respuestas del sistema inmune, lo que genera cam-
bios en la permeabilidad vascular y por lo tanto, en la presién sanguinea, interconec-

tando con los sistemas de RAS y KKS.

Las moléculas participes de estos sistemas dindmicos interactian entre si, generando co-
mo resultado un sistema complejo integrado, que puede ser estudiado y abordado a partir
de los métodos formales emanados de la Biologia de Sistemas. En lo que corresponde a la
homeostasis de la presion sanguinea, el seguimiento de la perspectiva formal de la Biolo-
gia de Sistemas permite integrar la informacion experimental disponible que proporciona las
interacciones presentes y a partir de ella, recuperar los procesos 16gicos que contiene. La
conjuncién de los procesos légicos lleva a la identificacion de la red dindmica que explica
la fenomenologia observada a través de la informacion experimental. Tal red, estd entonces
constituida por el conjunto de los distintos agentes biomoleculares y del conjunto de las in-
teracciones (i.e. los procesos de regulacion) entre ellas.

Con base en estudios previos de la regulacion de sistemas bioldgicos de indole genética, en
este trabajo se empled el modelado matematico con base en redes Booleanas discretas para
describir la red de regulacién que subyace a la homeostasis de la presion sanguinea. Para ello,
se recopilaron los componentes claves (que representan cada uno de ellos un nodo especifico
dentro de la red) de cada uno de los tres sistemas citados previamente a través de eviden-
cias experimentales reportadas en la literatura. Una vez identificados los nodos de la red se
caracterizaron los procesos de regulacion, descritos mediante funciones l6gicas. La construc-
cion de la red que se reporta en este trabajo presenta un total de 29 especies moleculares
diferentes. Tanto CPN como Renina fueron consideradas moléculas constitutivas, ademas, se
incluyeron algunas interacciones de regulacion que solo fueron caracterizadas en procesos de
inflamacion sin relacion directa con procesos de hipertension o hipotensién/normotension, y
que fueron consideradas como predicciones del modelo.

Con la finalidad de validar la red detectada se realizaron simulaciones informaticas asincro-

nas del sistema Booleano y se obtuvieron como resultado dos atractores dindmicos (i.e. dos
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fenotipos), esto es dos configuraciones estables de actividad de la red de interacciones. Una de
tales configuraciones caracteriza a un fenotipo de hipertension y la otra a un fenotipo de hipo-
tensién/normotension. Ademas, al realizar las simulaciones de mutaciones, tanto de ganancia
como de pérdida de funcién de cada nodo, se obtuvieron las moléculas claves que conllevan
a una transicién de un fenotipo a otro y viceversa. Especificamente, moléculas del sistema de
RAS tales como; ACE, ACE2, ANG-(1-9), Ang II, etc., y citocinas anti-inflamatorias (IL-10)
e inflamatorias (IFNy), son relevantes para tal transicion. Finalmente, este modelo Booleano
aporta una visién panordmica de la regulacion de los sistemas RAS, KKS e inflamacién ya
que se pudieron representar los fenotipos de hipertension e hipotensién reconociendo a los

principales reguladores de estos fenotipos.



Introduccion

La presion arterial se define como la fuerza que ejerce la sangre contra las paredes de
los vasos sanguineos y es directamente proporcional tanto al flujo sanguineo como a la resis-
tencia vascular (Nadar & Lip, 2015). En cuanto a su caracterizacion cuantitativa, la presion
sanguinea se mide en milimetros de mercurio (mm Hg) y se define por la presion sistélica
y la presién diast6lica'. La experiencia acumulada ha determinado de manera precisa cudles
son los niveles de presidon sanguinea que se corresponden para diferentes rangos de edad en
personas consideradas saludables. Esto ha hecho de la presion sanguinea, mas especificamen-
te de la presion arterial, un indicador de salud importante. En tal sentido, a nivel mundial la
hipertension arterial tiene una prevalencia de alrededor de 40 % en paises de bajos ingresos.
En México, se ha observado que a partir de los 40 afios la prevalencia de sufrir hipertensién
aumenta, siendo que mas del 30 % de la poblacién puede tener este padecimiento e incluso
a partir de los 60 afios esta prevalencia se duplica (ver Figura 2.1). Contando como hiperten-
sién el rango donde la presion arterial sistdlica es mayor o igual a 140 y la tension arterial
diastdlica mayor o igual a 90 mmHg, mientras que la presion normal estd dentro de los rangos
de 120 a 139 mmHg en presion sistdlica y de 80 a 89 en presion diastdlica. Siendo que la
hipotension es cuando la presion sist6lica estd por debajo de los 120 mmHg y debajo de 80

mmH en la presion diastdlica (Campos-Nonato et al., 2021).

ILa presion arterial sistélica (SBP) corresponde a la presién causada cuando el corazén se contrae y empuja
la sangre hacia afuera. En cuanto a la presién arterial diastélica (DBP), esta se refiere a la presion de la sangre
en la arteria cuando el corazén se relaja entre latidos. La media de la presion sanguinea se calcula con la férmula
estandar: DBP + 1/3(S BP — DBP)
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Figura 2.1: Hipertension en México. Distribucion de la hipertension en la poblacién mexi-
cana adulta. De acuerdo a la Encuesta Nacional de Salud y Nutricién (ENSANUT) (Campos-
Nonato et al., 2021).

Como se menciond la presion sanguinea depende tanto del flujo sanguineo como del dié-
metro de los vasos sanguineos (resistencia vascular). Asi, si el didmetro del vaso aumenta
(a lo cual se le conoce como vasodilatacion), se produce una disminucion de la presion. En
cambio, la disminucién del didmetro (vasoconstriccion), eleva la presiéon sanguinea. Por lo
que, la alteracidén en la resistencia vascular es la principal respuesta fisioldgica que ejerce un
cambio en la presion sanguinea para asegurar la homeostasis que en este caso se considera
una retroalimentacion negativa, debido a que es un mecanismo que disminuye la respuesta del
sistema que puede ser presion alta-presion baja y genera mecanismos para regresar al cuerpo
a la presion normal (disminuyendo o aumentando la presioén segun sea el caso) (Driessler
et al., 2004; Wagner-Grau, 2010). Esta respuesta de indole adaptativa se puede generar por
diferentes mecanismos fisiol6gicos y una alteracion de estos puede derivar en el desarrollo

de la hipertension (Beevers et al., 2001; Harrison et al., 2021).

En cuanto a los procesos fisiolégicos involucrados en la homeostasis de retroalimenta-
cién negativa de la presion sanguinea, se encuentran el sistema Renina-Angiotensina (RAS)
y el sistema Calicreina-Cininas (KKS). En estos sistemas, participan una serie de proteinas

y receptores que generan sefializaciones que derivan en cambios estructurales. Entre ellos, la
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inflamacién vascular, aumentando la resistencia vascular (o vasoconstriccion) y la vasodila-

tacion, entre otras funciones (Wagner-Grau, 2010).

2.1. Sistema Renina Angiotensina (RAS)

Este sistema es una secuencia de reacciones enzimaticas que estd involucrado en modular
la resistencia vascular y elevar el volumen sanguineo, a partir de un incremento en la reabsor-
cién de sodio y agua. Este sistema se ha identificado en diferentes tejidos como los musculos,
el sistema nervioso, los huesos, el sistema inmune, el higado y el sistema circulatorio (Vargas
Vargas et al., 2021). RAS esta regulado por dos vias: la via clasica y la no clasica, los cuales

se detallan a continuacion.

Angiotensinogeno

Angictensina |

Ang(1-9
—— Viano-clasica
—— Viaclasica I . '
Angll !ng(‘l-?} :

|u[ GU‘ |\|-I[ UU‘

Figura 2.2: Sistema Renina-Angiotensina (RAS). Imagen generada con BioRender.com,
modificada de (Gheblawi et al., 2020)

2.1.1. Via clasica

La via cldsica de RAS comienza con la glicoproteina angiotensinégeno (AGT) que es

convertida en el péptido angiotensina I (Ang I) por la enzima renina, Ang I después es escin-
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dida por la enzima convertidora de angiotensina (ACE) para formar angiotensina II (Ang II)

(ver Figura 2.2 y 2.3), el principal componente de la via clasica.

Ang | (1-10)

Ang Il (1-8)

Renina

AiE ‘
Asp | Arg @@@@ Pro | Phe | His | Leu NAZINMNICEMNCINN @ Angiotensinogeno
L I 10 452
L ]

Ang 1-9

Ang 1-7

Ang 1-5

Figura 2.3: Péptidos del sistema Renina-Angiotensina (RAS). Tamafio de los diferentes
péptidos generados por el sistema RAS: Ang I (1-10 diez aminoécidos), Ang II (1-8 aminoa-
cidos), etc. ACE enzima que genera Ang II y Renina enzima que genera Ang I a partir del
angiotensindgeno. Imagen modificada de (Bekassy et al., 2022).

Los principales efectos de Ang II se dan por su interaccién con los receptores de an-
giotensina acoplados a proteinas G, tales como: AT1R (receptor de angiotensina II tipo 1)
y AT2R (receptor de angiotensina II tipo 2). La sefalizacion del receptor AT1R se asocia
con vasoconstriccion, fibrosis, procesos inflamatorios y con un incremento de la sintesis de
aldosterona. Dentro de su accion pro-inflamatoria puede inducir principalmente al factor de
transcripcion nuclear (NFkB), entre otros. Por otro lado, el receptor AT2R tiene efectos con-
trarios al del receptor AT1R, siendo la parte protectora de la via cldsica, ya que induce una

respuesta de vasodilatacion, anti-inflamacién, anti-oxidacién y anti-fibrética (ver los detalles

en Tabla 2.1).

2.1.2. Viano clasica

La via no clasica se compone de diferentes enzimas y péptidos mediadores; el péptido
Ang I es escindido por la enzima convertidora de angiotensina 2 (ACE2) para generar an-
giotensina 1-9 [Ang-(1-9)], esté péptido después es cortado por la enzima ACE, para obtener
angiotensina 1-7 [Ang-(1-7)] (Bekassy et al., 2022) (Fig. 2.3). Ademads, existen vias alternas
en la generacion de Ang-(1-7), dado que también puede ser generada a partir de la escision

de Ang II por ACE2, o directamente de la escision de Ang I por la endopeptidasa neutra
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Receptor | Ligando | Respuesta

AT1R Angll | Vasoconstriccion generalizada, aumento en la liberacién de
noradrenalina de los nervios simpdticos terminales, aumen-
to de la vasoconstriccion e incremento en el rango y la fuer-
za de las contracciones del corazén (Kaschina et al., 2018).
AT2R Angll | Vasodilatacion, natriuresis, anti-proliferacion, efectos pro-
tectores del tejido (anti- inflamatorios, anti-fibrosis, anti-
apoptéticos y neuro-generacion) (Kaschina et al., 2018)
MasR Angl-7 | Vasodilatacién, anti-inflamacién, anti-fibrosis, anti-
apoptético y confiere efectos benéficos en enfermedades
cardiovasculares (Mascolo et al., 2020)

Tabla 2.1: Receptores de la via de RAS con su respectivo ligando y respuestas fisiolégicas.

(NEP) o también llamada neprilisina (Domenig et al., 2016; Rice et al., 2004) (Fig. 2.2 y
2.4). Dentro de la via no clasica, el péptido principal es Ang-(1-7) que es ligando del receptor
acoplado a proteina G; llamado MasR, el cual una vez activado evita la liberacién de citoci-
nas pro-inflamatorias (Tabla 2.1) (Mascolo et al., 2020). Ademads, de modular las propiedades
estructurales y funcionales de las arterias como lo es la vasodilatacion (Savoia et al., 2020),
se ha demostrado que su sefializacion estd en la vasculatura, tejidos del corazén y del rifién
(Patel & Hussain, 2018). Por lo tanto, la sefializacién de MasR contrarresta los efectos adver-

sos de la via clasica, contribuyendo a la homeostasis de la regulacion de la presion sanguinea.

Dentro del sistema RAS otras transformaciones son derivadas a partir del angiotensin6-
geno, para formar diferentes péptidos que son ligandos para los receptores. Por ejemplo, el
receptor MasR, tiene otro ligando, como el péptido mediador Ang-(1-5), entre otros pépti-
dos, asi como también existen otros receptores que participan dentro de la vias (Bekassy et
al., 2022). En la Figura 2.4 se muestra la eficacia catalitica de las enzimas que participan en
la generacion de angiotensina II, incluyendo los péptidos mediadores tales como; Ang-(1-7),

Ang-(1-9), Ang-(1-5) a partir de angiotensina I (Ang I) en el sistema RAS. (Rice et al., 2004).

2.1.3. RAS Yy la presion sanguinea

Los receptores del sistema RAS que se encargan de generar las respuestas fisiologicas

tienen un papel fundamental en la regulacién de la presion. El receptor ATIR contribuye
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Figura 2.4: Cinética de las enzimas que participan en la formacion de los péptidos del
sistema Renina-Angiotensina (RAS). El grosor de la flecha indica una mayor eficiencia de
reaccion. Imagen tomada de (Rice et al., 2004).

a la patogénesis de hipertension mediada por un aumento de Ang II ya que reduce el flujo
renal de la sangre, ademads, de aumentar la retencion de sodio, también libera aldosterona e
incrementa la reabsorcion de sodio en la nefrona distal (Van Haaster et al., 2018). Aldosterona
participa en el remodelado vascular y por tanto en complicaciones vasculares asociadas a la
hipertensién (Cediel et al., 2004). Por otro lado, AT2R y MasR poseen el efecto contrario,
disminuyen la presion sanguinea y también aminoran el dafio tisular en corazén o rifién a
causa de la hipertension. Por todo lo anterior, la terapia para el tratamiento de la hipertension
se enfoca principalmente en firmacos que reduzcan la activacién de la via no clésica, por
ejemplo; los inhibidores de ACE como: captopril, enalapril, lisinopril o perindropil (Maroto,
2000) que evitan la generacion de Ang Il y los inhibidores del receptor AT1R como el losartdn
y sus derivados (Vazquez Vigoa et al., 1998), bloqueando la sefializacién de AT1R asociado

a vasoconstriccion, reduciendo asi los efectos adversos de este receptor ante la patologia.
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2.2. Sistema Calicreina-Cinina (KKS)

Otro de los sistemas que junto con RAS participan en la regulacién de la presion es
KKS, el cual es un sistema compuesto de péptidos mediadores, cininas, que participan en el
eje principal de la inflamacion, produciendo vasodilatacidn, vasoconstriccion, permeabilidad
vascular y dolor (Campbell, 2001). Estas respuestas se llevan a cabo luego de una serie de
reacciones enzimdticas que culminan en la unién de los péptidos de cininas con los recepto-
res de bradicinina 1 (BIR o también llamado BDKRB1) y de bradicinina 2 (B2R o también
conocido como BDKRB2) (Tabla 2.2). Se ha observado que el receptor B2R se encuentra de
forma abundante y constitutiva en tejidos vasculares, renales y cardiacos y sus efectos son
mediante la activacion de componentes vasoactivos (Marceau et al., 2020). En cambio el re-
ceptor BIR se encuentra de forma constitutiva pero en pequefias cantidades y se sobreexpresa

en presencia de citocinas, endotoxinas o durante el dafio tisular (Wu et al., 2012).

Receptores | Ligando | Respuesta

B1R DABK | Promueve la inflamacién de tejido, el reclutamiento de neu-
tréfilos, la dilatacion de capilares y constriccion de venas.
Inducido transcripcionalmente por citocinas proinflamato-
rias a través de factor NF-kB. (I. Duka et al., 2001).
B2R BK Incrementa Ca+ intracelular, genera vasodilatacién y per-
meabilidad vascular. Constitutivo. Se aumenta su expresion
por citocinas, adenosin ciclico monofosfato, estrégeno y
glucocorticoides.

Tabla 2.2: Receptores de la via KKS, con su respectivo ligando y respuesta fisiologica.

Para la activacion de los receptores de este sistema (BIR y B2R), se llevan a cabo las

siguientes reacciones:

1. A partir del gen cinindégeno (KNGI), se sintetizan dos tipos de cinindgenos: el de alto

(HMWK) y de bajo peso molecular (LMWK).

2. Cada uno de estos es incindido por la enzima de calicreina (KLKB1) generando el

péptido de Bradicinina (BK) y Lys-Bradicinina respectivamente.
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Figura 2.5: Sistema Calicreina-Cininas (KKS). KLKB-T: Calicreina tisular, KLKB-P: Ca-
licreina plasmédtica. Imagen generada con BioRender.com, modificada de (Campbell, 2001).

Created in BioRender.com bio

3. Estos dos péptidos son ligandos para el receptor B2R que permite la dilatacion capilar
y participa en la fase aguda de las enfermedades inflamatorias (van de Veerdonk et al.,

2020).

4. A su vez la enzima carboxipeptidasa N (CPN) y M retiran el dltimo aminodcido de BK

y Lys-BK respectivamente, generando des-Arg9-BK (DABK) y des-Arg9-Lys-BK.

5. Estos nuevos péptidos son ligandos especificos del receptor BIR, que se expresa prin-
cipalmente, en condiciones de inflamacién o aumento de presion y que participa en la
fase cronica de enfermedades inflamatorias (I. Duka et al., 2001). Ademas, su sefla-
lizacion es importante en el mantenimiento de la vasoconstriccion en patologias que

derivan en fallas del rinén (Marin-Castaiio et al., 2002).

Dentro del sistema de KKS también participan las enzimas de ACE y ACE2 mencionadas
anteriormente en el sistema RAS. En donde, la enzima ACE degrada a los péptidos de BK 'y
Lys-BK evitando la respuesta de el receptor B2R. Por otro lado, ACE2 cataliza a los péptidos
de DABK y des-Arg9-Lys-BK previniendo de igual manera la sefalizaciéon de BIR (Fig.

2.5). Por lo tanto, los sistemas RAS y KKS interactian, contribuyendo con la regulacion de
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la presion arterial.

2.2.1. KKS en hipertension

Las cininas tienen un papel importante en la regulacion local del flujo sanguineo, prin-
cipalmente en 6rganos con abundante calicreina tisular como la gldndula submandibular, el
complejo uteroplacental y el rifion (Rhaleb et al., 2011). Se ha demostrado que los inhibidores
de ACE disminuyen considerablemente la presion sanguinea y aumentan las concentraciones
de cininas en arterias. Ademds, se ha comprobado que los cambios en el flujo de la sangre y
en la presion sanguinea han sido bloqueados por anticuerpos de cininas y calicreina (Rhaleb
et al., 2011). Por lo tanto, se ha considerado al sistema de KKS como un factor importante en
la regulacién de la presion, por sus contribuciones anti-hipertensivas y efectos vasodilatado-

res observados principalmente cuando se dan tratamientos con inhibidores de la enzima ACE.

La hipertension es una enfermedad compleja en la cual también participa la via de infla-
macion, ya que se ha observado que uno de los marcadores que siempre se encuentran en la
hipertension son la infiltracién de células del sistema inmune en células vasculares, que pro-
ducen reacciones en cadena liberando proteinas conocidas como citocinas (Agita & Alsagaff,
2017), principalmente se observa la liberacion de citocinas pro-inflamatorias que generan el
aumento de las paredes de los vasos sanguineas y por tanto hay un incremento en la presién

sanguinea (Granger, 2006). Ademds esta via se interconecta con las vias anteriores de RAS y

KKS (Rhaleb et al., 2011; Satou et al., 2018),

2.3. Sistema de inflamacion

La inflamacidn es la respuesta del sistema inmune a estimulos perjudiciales como patége-
nos, compuestos toxicos o dafios celulares. Esta respuesta se lleva a cabo por vias de sefaliza-
cién que regulan los niveles de los mediadores inflamatorios en células tisulares y en células
inflamatorias de la sangre. Dentro de los eventos que ocurren por una respuesta inflamato-
ria, se encuentran los cambios en la permeabilidad vascular, reclutamiento y acumulacién de

leucocitos y liberacién de mediadores inflamatorios. Las vias de inflamacién participan en
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la patogénesis de varias enfermedades crénicas que tienen en comin mediadores inflamato-
rios y vias de regulacién (Chen et al., 2018). Dentro de las vias de inflamacidn participan
las citocinas (pequefias proteinas), que son liberadas por células del sistema inmune, algunas
citocinas tienen una actividad parcialmente redundante, es decir, algunas comparten funcio-
nes (J.-M. Zhang & An, 2007). Las citocinas estdn involucradas en varios procesos celulares

desde la inflamacién hasta el dafo de los tejidos o la regeneracion (Tanase et al., 2019)

2.3.1. Citocinas pro-inflamatorias

Las citocinas pro-inflamatorias son producidas principalmente por macréfagos activa-
dos que estdn involucrados en la regulacién de reacciones inflamatorias (J.-M. Zhang & An,
2007). Una vez que el estimulo inflamatorio es detectado, comienza la activaciéon de células
inmunes que segregan citocinas inflamatorias como interleucina 1 beta (IL-18), interleucina
6 (IL-6), y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), las cuales actdan a través de sus recep-
tores y activan a diferentes vias de sefalizaciéon como es la activacién del factor nuclear kB
(NF«B) (Chen et al., 2018), uno de los principales factores presente en las respuestas inmunes

cronicas y enfermedades inflamatorias (Luft, 2001) (Tabla 2.3).

Citocina | Funcion
IL-18 | Pro-inflamacion, proliferacion, apoptosis, diferenciacion
IL-6 Pro-inflamacidn, diferenciacion, produccion de citocinas
IL-10 | Anti-inflamacidn, inhibicién de citocinas pro-inflamacion
TNF-a | Pro-inflamacién, produccién de citocinas, proliferacion ce-
lular, apoptosis, anti-infeccion
IFNy | Pro-inflamacidén, inmunidad adaptativa e innata anti-viral

Tabla 2.3: Citocinas y sus funciones, modificada de (Chen et al., 2018)

2.3.2. Citocinas anti-inflamatorias

Por el contrario, las citocinas anti-inflamatorias son una serie de moléculas inmuno-
reguladoras que controlan la respuesta pro-inflamatoria. Dentro de este grupo, se encuentran

citocinas como interleucina 4 (IL-4), interleucina 10 (IL-10) o interleucina 11 (IL-11). Se ha
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observado que IL-4 tiene destacados efectos inhibitorios sobre las citocinas pro-inflamatorias,
ya que puede suprimir citocinas pro-inflamatorias como IL-1, TNF-a, IL-6, entre otras, sien-
do un posible adyuvante para el tratamiento de enfermedades malignas (Opal & DePalo,
2000). Por otro lado, IL-10 es una citocina con poderosas propiedades anti-inflamatorias, re-
prime la expresion de citocinas inflamatorias como TNF-a, IL-6 e IL-1, asimismo, disminuye
la regulacion de receptores de citocinas pro-inflamatorias, por lo que, IL-10 puede regular la
produccion y funcidn de las citocinas pro-inflamatorias a diferentes niveles (J.-M. Zhang &

An, 2007) (Tabla 2.3).

2.3.3. Inflamacion e hipertension

La inflamacién también contribuye con el proceso de hipertension y parte del mecanismo
que interrelaciona a los sistemas de RAS y KKS con el sistema inmune han sido definidos.
Diferentes tipos celulares expresan los receptores AT 1R, AT2R, MasR, B1R y B2R, incluyen-
do las células endoteliales de 6rganos como el corazon, pulmon, rifién y células del sistema
inmune; como son los linfocitos T, células dendriticas, macréfagos, entre otras (Patel & Hus-

sain, 2018; Rhaleb et al., 2011; Satou et al., 2018).

Sefializaciones a partir de la unién de Ang II con el receptor AT1R, o bien el péptido
DABK en el receptor BIR generan una respuesta inflamatoria, a través de la activacién del
factor de transcripcion NFkB, que a su vez estimula citocinas pro-inflamatorias tales como:
IL-6, IL-18, TNF-a, entre otras, generando hipertension junto con una respuesta de inflama-
cioén crénica (Granger, 2006; Luft, 2001). En contraste, se ha observado que en condiciones
de hipertension, generadas por un aumento de Angll, la sobreexpresion de IL-10 puede dismi-
nuir el aumento de presion sanguinea (Shi et al., 2010), siendo considerado como un posible
regulador de la presion. Inclusive, se ha comprobado que las citocinas también pueden inter-
venir en la activacién de ciertos componentes del sistema RAS y de KKS, por ejemplo, se
ha comprobado que el factor de transcripciéon NF«B a través de citocinas inflamatorias como
IL-1p es capaz de activar a ACE (Garcia et al., 2016) y por tanto a la via cldsica del sistema
RAS. En el caso del sistema KKS, es sabido que el receptor BI1R se puede sobreexpresar por

estimulos inflamatorios, dentro de los que participan IL-18, TNFa y NF«B (Ni et al., 1998;
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Phagoo et al., 2000). Estas interacciones son consideradas de retroalimentacion, incremen-

tando componentes de ambos sistemas de manera ciclica.

Integrar y comprender las interacciones que existen entre los componentes de los tres sis-
temas involucrados en la homeostasis de la presion sanguinea, esto es: Renina-Angiotensina,
Calicreina-Cininas e Inflamacion, genera una completa visualizacion del sistema donde se
puedan apreciar las interconexiones y retroalimentaciones del sistema, que son fundamen-
tales en el estudio de enfermedades complejas tales como la hipertension, ya que se puede
representar el comportamiento de cada molécula dentro del sistema que la contiene. Por lo
tanto, el estudio de estos sistemas en conjunto se hace a través de la aplicacion del enfoque de
la Biologia de Sistemas (Alvarez-Buylla et al., 2018), cuyo objetivo es dar sentido a los datos
experimentales mediante métodos formales basados en el uso de herramientas matematicas y
computacionales. Estos métodos se orientan a la construccion de modelos de naturaleza pre-
dictiva de procesos biologicos complejos (Huang & Kauffman, 2012). El comportamiento del
sistema bioldgico de interés depende de los componentes e interacciones que hay en el mis-
mo. El sistema de la presion sanguinea ya ha sido descrito en diversas investigaciones. Dentro
de las aproximaciones de estudio se cita el trabajo de Bekassy et al., 2022, quienes ofrecen un
enfoque que integra la informacidn existente de los tres sistemas mencionados anteriormente
a través de una revision que describe el papel de interaccion del sistema Renina-Angiotensina,
Calicreina-cinina y el sistema complemento (inflamacién). Dichos sistemas involucrados en
diferentes procesos bioldgicos, como el angioedema hereditario (AEH), COVID-19, entre
otros. Por su parte, Botzer et al., 2018 gener6 un modelo en el que se recopilaron los datos de
los genes que participan en el proceso fisioldgico, ademds estos genes fueron diferenciados
en sistemas o substistemas que componen la regulacion de la presion sanguinea. Los mode-
los booleanos se han utilizado ampliamente en el campo de Biologia de Sistemas en procesos
como: el ciclo celular de la levadura (Li et al., 2004); la diferenciacién celular en la transicidén
epitelio-mesenquima (Joo et al., 2018); la respuesta de la resistencia ante patégenos de Ara-
bidopsis thaliana (Timmermann et al., 2020). En estos trabajos se pudieron predecir patrones
de actividad de los genes o proteinas que subyacen al sistema de estudio, revelando la impor-

tancia y utilidad de estos modelos en los sistemas bioldgicos. Las redes booleanas consisten
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en un conjunto de nodos cuyo estado es discreto y es determinado por el conjunto de los no-
dos de la red. Esto a través de la accién de funciones Booleanas (R.-S. Wang et al., 2012), las
cuales capturan los procesos de regulacion comprendidos en términos de funciones légicas.
El conjunto de estos nodos y sus funciones determinard en consecuencia el comportamiento

de la red y por tanto del propio sistema.

2.4. Biologia de Sistemas

En la Biologia, el estudio de los procesos bioldgicos se ha llevado a cabo con el funda-
mento reduccionista, donde el fendmeno bajo estudio se divide en pequeiias partes estudiando
especificamente el comportamiento de una molécula con otra molécula (esto en el contexto
del estudio de la fenomenologia biomolecular). Por lo tanto, a lo largo de los afios se ha ge-
nerado una gran acumulacién de informacién proveniente de la experimentacion cientifica.
Al conjuntar esta informacion se puede conocer a nivel sistémico los procesos bioldgicos
(Székely Jr & Burrage, 2014). El objetivo de la Biologia de Sistemas es integrar los datos
experimentales con métodos formales para construir modelos predictivos de procesos biold-
gicos complejos a través de una variedad de escalas temporales y espaciales (Alvarez-Buylla
et al., 2018; Huang & Kauffman, 2012). Es decir, se conjunta toda la informacién ya dispo-
nible para poder describir la dindmica de un sistema biolégico de manera global utilizando
modelos matematicos y computacionales. Para realizar el modelo de un proceso biolégico
es necesario conocer las caracteristicas especificas de los componentes del sistema (genes,
factores de transcripcidn, proteinas, etc.) y las interacciones que hay entre ellos (tales como

inhibiciones, activaciones o autorregulaciones (Méndez Rangel, 2014).

En cuanto al herramental técnico del cual se sirve el proceso de modelado de los sistemas
bioldgicos, se puede realizar con modelos continuos, estocdsticos o discretos. La eleccion
del método de modelado matematico (asi como la del método de simulaciéon computacional
correspondiente) estd determinado por los aspectos del sistema bioldgico que se quiere re-
presentar y por los problemas concretos que se quieren resolver. La eleccién del método estd

también condicionada por consideraciones relativas a escala y a la complejidad del fenémeno
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en cuestion, asi como por los recursos computacionales y matematicos disponibles (Székely

Jr & Burrage, 2014). En cuanto a la clase de modelos posibles, se tiene lo siguiente:

Modelos continuos. En este caso se utilizan ecuaciones diferenciales ordinarias, donde ca-
da variable del sistema representa la concentracion de una biomolécula particular y el
resultado final de este sistema son ecuaciones diferenciales no lineales con una gran
cantidad de constantes que representan parametros del sistema (como la concentracion
de las moléculas), por lo tanto, estas ecuaciones requieren de métodos numéricos pa-
ra ser analizados (Macauley et al., 2019). Sumado a la necesidad de caracterizar de

manera precisa los pardmetros involucrados.

Los modelos estocasticos. Estos se basan en la heterogeneidad, es decir la diferencia a la
que llega un sistema bioldgico a cualquier escala (desde molecular hasta poblacional).
Se ha observado que la heterogeneidad estd dada por tres factores; genéticos, ambien-
tales y estocasticos o mejor conocido como el azar, que proviene de las fluctuaciones
térmicas a nivel de moléculas individuales, esto factores se conocen como ruido y
generan variabilidad en cuanto a funcion. Por lo tanto, estos sistemas representan la
dindmica de la red desde el nivel genético hasta los elementos aleatorios (Székely Jr &
Burrage, 2014). Es importante puntualizar que a nivel biomolecular la fenomenologia

bioldgica es intrinsecamente estocdstica.

Modelos discretos. Mediante esta clase de modelos se realiza la simplificacién de la comple-
jidad bioldgica, ya que se representan valores que pertenecen a un conjunto de estados
en un tiempo especifico que refleja los umbrales de la actividad de cada entidad (Huang
& Kauffman, 2012). Por ejemplo, se puede hablar de dos estados para un gen, expresa-
do o no expresado; o tener tres estados distinguiendo niveles de expresion: bajo, medio

y alto (Bornholdt, 2008).

2.4.1. Redes de regulacion

En los seres vivos se ha observado que algunos genes, como aquellos que se expresan pa-

ra funciones celulares indispensables siempre se transcriben y otros solo se transcriben cada
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que se necesitan. Por consiguiente, para que un gen se transcriba requiere estar regulado por
otros factores que lo activen o lo inhiban dependiendo de los estimulos que reciba el organis-
mo, los cuales pueden ser ambientales, genéticos, etc., a esto se le conoce como regulacion
genética (Macauley et al., 2019). Asi, una red de regulacion genética integra la informacion
referente a la naturaleza reguladora de las moléculas que la conforman: genes, proteinas, cé-
lulas, inclusive los RNASs no codificantes, entre otros (Albert, 2004). De esta manera, una red
contiene nodos, que son los elementos que constituyen al sistema, en el caso de un sistema
bioldgico los nodos son las biomoléculas (enzimas, proteinas, factores de transcripcion, etc.)
y aristas representadas con flechas, las cuales unen a cada elemento de la red y que reflejan
la interaccidn (activacion o inhibicidn) que tiene un nodo con otro, por ejemplo: en el caso de
un factor de transcripcion positivo que ayuda a la expresion de un gen, tendria una interaccién
de activacion con el gen al que estd expresando. Este conjunto de nodos y aristas originan la

estructura de la red a lo que se le conoce como topologia (Huang & Kauffman, 2012).

La red también se compone de una serie de reglas que rigen el comportamiento de cada
nodo dentro del sistema y que representan el modo en que los reguladores afectan la “activa-
cién/expresion” o “desactivacion/inhibicion” del nodo a partir de las interacciones con cada
uno, a esto se le conoce como la arquitectura de la red (Huang & Kauffman, 2012). Los
modelos de redes incorporan el conocimiento experimental de un sistema biolégico sobre los
nodos y sus interacciones (como activacion o inhibicién), permitiendo conocer el estado o los
estados a los que llega el sistema, que en términos biolégicos se definiria como un fenotipo
del proceso bioldgico de interés, incluso simula el comportamiento dindmico de este sistema
a lo largo del tiempo con las actualizaciones de los estados de cada nodo dentro de la red
(Albert, 2004). En 1969, el bidlogo tedrico Stuart Kauffman propuso modelar las redes de
regulacion genética utilizando funciones Booleanas (Macauley et al., 2019), es decir, hacien-
do uso de un modelo discreto que describe las interacciones entre los agentes biomoleculares
(nodos), mediante funciones légicas. En lo que sigue describimos lo correspondientes a los

modelos Booleanos.
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2.4.2. Modelos Booleanos

Una red Booleana consiste en un conjunto de nodos cuyo estado es discreto, el comporta-
miento de cada nodo estd determinado por otros nodos a través de funciones Booleanas (R.-S.
Wang et al., 2012). El estado binario de cada nodo puede tener el valor de 1 (activado) y 0
(inhibido), donde el valor O o 1 representa su abundancia en el sistema o su comportamiento

(ejemplo: muy abundante/expresado (1) o poco abundante/no-expresado (0)) (Xiao, 2009).

V=Ax1, x,...x5,}; i=1,2,...,n, x;€{1,0}. (2.1)

En la Ecuacién 2.1, V representa el sistema que estd compuesto de n nodos x;. Cada nodo x;
tiene un estado de 1 o 0. Cada uno de estos nodos es regulado por otro(s) nodo(s) dentro del
sistema por lo que, el valor del nodo x; para el tiempo ¢ + 1 estd determinado por los nodos
reguladores en el tiempo ¢, a través de una funcién Booleana (o 16gica). Por lo tanto, el nodo
x; depende de las conexiones que tenga con los demds nodos dentro del sistema y el tipo de
relacion que tiene con ellos (activacion o inhibicion). Es decir, el comportamiento de cada
nodo x; va a depender de la interaccién que tenga con sus reguladores (cuyo conjunto podria
también incluir al mismo nodo x;) y del estado de los mismos. Una funcién Booleana también
puede ser representada por una tabla de verdad, donde cada fila contiene una combinacién
de valores de las variables que estdn asociadas al valor de salida del nodo x;. Las tablas de
verdad de una funcién Booleana con k variables tiene 2* filas (por todas las combinaciones
posibles de 0’s y 1’s) y k + 1 columnas (que son las columnas de las variables que afectan
al nodo y el comportamiento de salida del nodo) (R.-S. Wang et al., 2012). Estas funciones
que representan a las interacciones reguladoras son definidas como un conjunto de funciones

l6gicas que utilizan AND (Y), OR (O) y NOT (NO) (Fig. 2.6).

En general, una red Booleana esta definida como un vector S(V, f), siendo f las funciones
que posee lared f = (fi, ..., fn) y V representado en la Ecuacién 2.1. la evolucién de la red a

lo largo del tiempo, esto es x(¢) = (x;(?), ..., x,(?)), estd determinado por las funciones f y se
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a) Estructura de lared b) Tablas de verdad
C\ Alt) Bl  A(t+l) A i) B(tH) B(t) Clt+1)
A 8 0o o 1 o 0 0 0o 0
\ / 0o 1 0 o 1 0 1 1
1 o B 1 0 |0
e 1 |1 B 1 1 B
c) Funciones booleanas d) Gréfico de transicién de estados
A (A, Biy) = AqyORNOT By (ow) Gy (o)
B (A), Ciry) = Age) AND Cry
Coor —— om0 ) 100
N N

011

¢ (By) = By O
Figura 2.6: Sistema Booleano. Compuesto de 3 nodos (A, By C), modificado de (R.-S. Wang
et al., 2012).

representa mediante la relacion de actualizacion del estado de actividad:

x(t+ 1) = f(x(0).

En donde, el estado de un sistema en el tiempo ¢ se puede observar como un vector de 1’s
y 0’s donde cada valor representa el estado ON (activo)/OFF (inactivo) de cada nodo. Todos
los posibles estados a los que puede llegar un sistema estdn determinados y forman un con-
junto de cardinalidad igual a 2". Con la actualizacion de cada uno de los nodos en el paso del
tiempo, el modelo evoluciona eventualmente hasta llegar a un estado estable o un conjunto
de estados recurrentes, a lo cual se le conoce como atractor. El conjunto de estados iniciales
que llegan a un atractor especifico se le conoce como cuenca de atraccién del atractor (R.-S.

Wang et al., 2012).

En términos bioldgicos un atractor o conjunto de atractores a los que llega el modelo
Booleano puede representar un fenotipo, siendo asi que, el comportamiento de un sistema

bioldgico puede ser representado de forma cualitativa.



Justificacion

Este proyecto de investigacion se centra en establecer un modelo Booleano que
comprenda la integracion de las vias Renina-Angiotensina, Calicreina-Cininas y
el proceso de inflamacién. El propésito del modelo es ofrecer informacion rele-
vante sobre la regulacion de la presion sanguinea. Con ello, se tendrd un mejor
entendimiento de los procesos dindmicos a nivel biomolecular que potencian la
transiciones entre los fenotipos de hipertension e hipotensién/normotension. La
informacién generada, puede ser una primera etapa para ser utilizada posterior-
mente en; el disefio de terapias, la concepcion de tratamientos de indole clinica
eficientes y el diagndstico oportuno. Todo ello priorizando en cada caso el enfo-

que preventivo.
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Hipotesis

Existe la informacidn experimental necesaria de las interacciones entre los siste-
mas Calicreina-Cinina, Renina-Angiotensina e inflamacion para poder construir
una red Boooleana que caracterice el proceso de regulacion de la presién sangui-
nea. Ademads, de que esta red pueda poseer al menos dos atractores correspon-

dientes a los fenotipos de hipertension y normotension/hipotension.
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Objetivos

5.1. Objetivo general

Determinar mediante la dindmica de redes de regulacién genética tipo Booleana, la in-
tegracion de las interacciones involucradas en el proceso inflamatorio con los sistemas de

renina-angiotensina y calicreina-cininas, asociadas con la hipertension.

5.2. Objetivos particulares

1. Realizar una revision exhaustiva de la literatura cientifica disponible y recopilar la in-
formacién experimental que fundamente las interacciones funcionales que integran el
proceso dindmico de regulacion de la respuesta inflamatoria con los sistemas renina-
angiotensina (RAS), calicreina-cininas (KKS), que subyacen a la homeostasis de la

presion sanguinea.

2. Construir las tablas de verdad con los datos recopilados para con estas determinar las
funciones l6gicas que describen las interacciones entre las moléculas que caracterizan

a la hipertension e hipotensién/normotension.

3. Determinar la topologia y arquitectura de la red, para poder establecer la dindmica de

las interacciones entre moléculas de los sistemas RAS, KKS e inflamacion.
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4. Simular la dindmica de la red tipo silvestre y verificar con lo reportado en literatura,
priorizando la caracterizacion de los fenotipos de hipertension e hipotensién/normo-

tension.

5. Validar el modelo con simulaciones de ganancia y pérdida de funcién de cada nodo
de la red y contrastarlos con los datos de los ensayos de mutaciones reportados en

literatura.



Métodos

6.1. (Por qué un modelo Booleano?

Existen sobradas evidencias de que, en el cuerpo humano, el sistema de presién sangui-
nea posee mecanismos de regulacién fisioldgica especificos que en conjunto definen aquello
a lo que se ha denominado homeostasis de la presion sanguinea (Burlando et al., 2019). Esta
regulacion se lleva a cabo por diferentes sistemas que han sido estudiados de forma aislada,
que son RAS, KKS e inflamacién. Por lo tanto, para generar un modelo formal que pueda
ofrecer informacion del comportamiento a través del tiempo de forma cualitativa de la pre-
sién sanguinea es necesario construir un modelo determinista. Ahora bien, para este modelo
también se requiere conocer la identidad de los componentes y los cambios de abundancia
o actividad de cada uno de ellos (Méndez Rangel, 2014). Con la informacién generada a lo
largo del tiempo para estos componentes moleculares, se dedujo que para que haya uniformi-
dad se establecerian dos estados para cada componente (activado e inhibido), lo que resulta
en un modelo Booleano discreto que permite caracterizar de manera cualitativa los dos es-
tados de presion alta (hipertension) y presion baja (hipotension/normotension) reportados en
la literatura cientifica disponible, los cuales se presentan como atractores dindmicos de la red

de regulacién subyacente y que como tales se corresponden con fenotipos bien identificados.

25
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6.2. Inferencia de la red

Con diferentes bases de datos tales como; PubMed, Wiley Online Library, Google Scho-
lar, Ingenuity Pathway Analysis («https://digitalinsights.qiagen.com/coronavirus-network-explorer/»,
s.f.), se realizé una bisqueda exhaustiva para obtener evidencias experimentales de las mo-
léculas e interacciones claves, considerando tanto enzimas, péptidos mediadores, receptores,
citocinas, etc., que participan en los tres sistemas arriba manecionados (RAS, KKS e infla-
macion), priorizando y focalizando en aquellas moléculas que caracterizan los procesos de
aumento o disminucion en la presion sanguinea integrando la inflamacién. Ademads, se cap-
turaron algunas de las interacciones que no se han reportado para estos fenotipos, pero que
estdan altamente relacionadas con las moléculas claves y que principalmente fueron involu-
cradas en el proceso de inflamacion, las cuales fueron interacciones inferidas y consideradas
como predicciones para el modelo Booleano. Obteniendo asi un conjunto de moléculas que
pertenecen a los tres sistemas y que tienen interacciones entre si en la regulacion de la presion

sanguinea.

6.3. Construccion de la red y funciones logicas

Una vez obtenidas las interacciones dentro del sistema se realiz6 la representacion gra-
fica del sistema utilizando el software yEd Graph, en la cual se plasmo la topologia de la
red (los nodos y las interacciones que habia entre estos). Por otro lado, para caracterizar la
arquitectura de la red se establecieron las funciones l6gicas para cada uno de los nodos, en
estas funciones logicas se sintetizaron los datos obtenidos experimentalmente de forma que
cada interaccion pueda ser representada con los operadores 16gicos AND (&), OR () y NOT
(1). Para ello, se realizaron tablas de verdad que mostraban el comportamiento de cada nodo
a lo largo del tiempo con base en sus elementos reguladores. Por ejemplo, en la Figura 6.1 se
realiza la inferencia de una red ficticia con dos nodos A y B con sus respectivas interacciones.
En un caso concreto, una vez que se recupera la informacién experimental de estos nodos
se plasma en las tablas de verdad, obteniéndose una tabla de verdad para cada nodo. Cada

una de estas tablas resume todas las combinaciones posibles de estados de cada nodo (0Oy 1)
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obteniendo un total de 2" combinaciones, siendo n el nimero total de elementos reguladores.
En el caso de la tabla para el nodo B (Fig. 6.1 (b)) hay un total de 2> = 4 filas. Continuando
con el ejemplo, con base en la literatura cientifica (o gracias a experimentos bien concebidos
y bien ejecutados en laboratorio) se obtienen los valores de la columna B(f + 1) que repre-
sentan el comportamiento de este nodo dada la expresion (1) o no-expresion (0) de los nodos
reguladores. Una vez que se tiene este vector de 0’s y 1’s se establece la funcién l6gica co-
rrespondiente con base en la dlgebra Booleana. En el ejemplo ficticio la funcién resultante
estd dada por B(..1) = A &B ;). La cual significa que B en el tiempo siguiente necesita de la

activaciéon de A y de la activacion de B.

a) Inferencia de la red b) Tablas de verdad ¢) Construccién de funciones Iégicas

A{t) B(t) B(t+1)

1 1 1

) | Besn= A& B

1 9] 0
/) 0o 1 0
A B 0 0 0
Blt)  Ats1)
1 o ) Aqery = ! By
0 1

Figura 6.1: Construccion de red y funciones légicas. Esta figura muestra el proceso me-
diante el cual se caracterizan las funciones légicas que determinan el comportamiento de las
redes Booleanas discretas.

Una vez caracterizada una red Booleana discreta para la informacién disponible, se proce-
de a analizar su comportamiento con la finalidad de verificar si la red describe efectivamente

lo que ha sido descrito por ella.
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6.4. Analisis de la dinamica de la red

Una vez que se tienen las funciones 16gicas que definen la actividad de cada uno de los
nodos que constituyen la red bajo estudio, se procede a estudiar el comportamiento de la red
a lo largo del tiempo. Para ello, se realiza la simulaciéon computacional del modelo, en lo que
concierne a este reporte de tesis se utiliza la libreria Boolnet integrada al lenguaje de progra-
macién R (Mussel et al., 2010). Este andlisis se realiza de manera asincrona, es decir, que la
actualizacion del estado de los nodos de la red se realiza de forma aleatoria y en diferente
tiempo. Esto se justifica por el hecho de que en las redes biomoleculares de regulacion las
respuestas de los diferentes tipos moleculares dentro de este sistema (enzimas, receptores)
tienen una diferencia en el tiempo de respuesta a nivel biolégico. Los atractores dindmicos
de la red (esto es las configuraciones de actividad estables) se etiquetan entonces con base
en los marcadores moleculares descritos en la evidencia experimental, donde la activacién o
inhibicién de cierto nodo se asocia a un fenotipo de hipertension o hipotensién/normotension.

Para este proceso, se utilizan las funciones reportadas en el Anexo 11.

6.5. Robustez de la red Booleana

Para la validacién de un modelo Booleano de una red genética especifica se realizan di-
versas perturbaciones en la red correspondiente. Esto corresponde a simulaciones de pérdida
y ganancia de funcién de cada elemento de la red. Para el caso que concierne este reporte
se utiliza la funcion de fixGenes() de la libreria Boolnet. En las simulaciones de ganancia
de funcién se coloca el valor constante de 1 en el nodo a analizar, por el contrario, con las
simulaciones de pérdida de funcién se emplea el valor de O para el nodo a analizar (Mén-
dez & Mendoza, 2016; Méndez Rangel, 2014). La funcién empleada para generar todos los
mutantes se encuentra en el Anexo 11.

Una vez obtenidos los atractores de cada mutacion estos se comparan con la evidencia
experimental de pérdida y ganancia de funcién de cada molécula, dando prioridad al fenotipo
que se estd determinando, de presion alta o de presion normal/baja, y si este resultado se

asocia con las simulaciones de cada nodo (Méndez & Mendoza, 2016).



Resultados

7.1. Resumen

La red construida, que integra a los tres sistemas; RAS-KKS e inflamacién, consta de 29
moléculas (nodos) de ellos, Renina y CPN se consideraron moléculas constitutivas y se obtu-
vieron en total 67 interacciones. Con las simulaciones del modelo se obtuvieron dos atracto-
res; en donde el patrén de expresion de cada atractor represento los fenotipos de hipertension
y el otro de hipotensién/normotensién. En la prueba de robustez haciendo las simulaciones
de mutacion tanto de ganancia y pérdida de funcidn, se encontrd que las moléculas que perte-
necian al sistema RAS eran indispensables en la regulacion de la presion (ACE, ACE2, ANG

I, entre otras), asi como moléculas claves anti-inflamatorias (IL-10) e inflamatorias (IFNy).

7.2. Interacciones de la red.

Para este sistema se consideraron 29 nodos que comprenden enzimas, péptidos, péptidos
mediadores, receptores, citocinas y factores de transcripcion; de los cuales se obtuvieron un
total de 67 interacciones que interconectan a los tres sistemas (RAS, KKS e inflamacién)
(Tabla 7.1). Cabe mencionar que de este conjunto de interacciones, algunos de sus elementos
son representados como predicciones. Esto es, se predice que pueden estar asociados a proce-
sos de la homeostasis de la presion sanguinea (hipertension, normotension y/o hipotension) a

pesar de solo tener relacién con el proceso de inflamacién, aunque involucran interacciones

29
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fuertes con moléculas claves. Estas predicciones son un resultado importante del estudio aqui

reportado y se muestran con un asterisco (*) en la tabla (Tabla 7.1).

Regulador Interaccion Blanco Referencia
Ang-(1-7) - ACE (Tom et al., 2001)
NF«B + ACE (Garcia et al., 2016; Xu et al., 2020)
AT1R - ACE2 (Deshotels et al., 2014)
AT2R + * ACE2 (Zhu et al., 2015)
IFNa + * ACE2 (Ziegler et al., 2020)
AT1R - ANP (Tan et al., 2018)
AT2R + ANP (Tan et al., 2018)
MasR + ANP (Shah et al., 2010)
NEP - ANP (Margulies et al., 1995; McDowell & Nicholls, 2000)
Angll + AT1R (Bosnyak et al., 2011; Crowley et al., 2011)
Ang-(1-9) + AT2R (Flores-Muiioz et al., 2011)
Angll + * AT2R (Bosnyak et al., 2011)
ANP - Aldosterona | (Anderson et al., 1986)
ATIR + Aldosterona | (Miura et al., 2015; Xue et al., 2011)
ACE + Ang-(1-7) | (Rice et al., 2004)
ACE2 + Ang-(1-7) | (Rice et al., 2004)
Ang-(1-9) + Ang-(1-7) | (Rice et al., 2004)
Angl + Ang-(1-7) | (Rice et al., 2004)
Angll + Ang-(1-7) | (Rice et al., 2004)
NEP + Ang-(1-7) | (Domenig et al., 2016; Rice et al., 2004)
ACE2 + Ang-(1-9) | (Rice et al., 2004)
Angl + Ang-(1-9) | (Rice et al., 2004)
Renina + * Angl (Yan et al., 2019)
ACE + Angll (Esther et al., 1997)
Angl + Angll (Esther et al., 1997)
NEP - Angll (Richards et al., 1992)
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Regulador Interaccion Blanco Referencia
IL-18 + * BDKRBI1 (Phagoo et al., 2000; Y. Zhang et al., 2007)
NF«B + BDKRBI1 | (Nietal., 1998)
TNFa + * BDKRBI1 (Ni et al., 1998; Y. Zhang et al., 2007)
DABK + BDKRBI1 | (Nietal., 2003)
BK + BDKRB2 | (Paquet et al., 1999; Sabatini et al., 2013)
ACE - BK (Oshima et al., 1974; Tamaoki et al., 1989)
KLKB1 + BK (Kamitani et al., 1985; Kerbiriou & Griffin, 1979)
CPN1 + CPNI1 (Skidgel & Erdos, 2007)
ACE2 - DABK (Donoghue et al., 2000; Sodhi et al., 2018)
BK + DABK (Marceau et al., 1981)
CPN1 + DABK (Palmieri et al., 1986)
IL-10 - ¥ IFN« (Ito et al., 1999)
ATI1R + IFNy (Guzik et al., 2007)
IL-18 + * IFNy (D’andrea et al., 1993)
1L-10 - % IFNy (D’andrea et al., 1993; Ito et al., 1999)
1L-12 + * IFNy (Alzona et al., 1995; D’andrea et al., 1993)
AT2R + 1L-10 (Dhande et al., 2013; Dhande et al., 2015)
IFNy -k IL-10 (Chomarat et al., 1993; X. Hu et al., 2006)
TNFa + * IL-10 (Elbim et al., 2001)
BDKRB2 + * IL-12 (Aliberti et al., 2003)
Angll + 1L-12 (Yeetal., 2019)
IL-10 -k IL-12 (Aliberti et al., 2003)
ATI1R + IL-18 (Guo et al., 2011)
NF«B + * IL-18 (Guo et al., 2011; Hiscott et al., 1993)
ATIR + IL-6 (Funakoshi et al., 1999; Guo et al., 2011)
MasR -k IL-6 (Souza & Costa-Neto, 2012)
PRCP + KILKB1 (Shariat-Madar et al., 2002, 2004)
Ang-(1-7) + MasR (Santos, e Silva et al., 2003)
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Regulador Interaccion Blanco Referencia
IFNy - NEP (Jiang et al., 2004; van der Velden et al., 1998)
IL-18 + * NEP (Imokawa, 2016; van der Velden et al., 1998)
ATIR + NF«B (Jeong et al., 2019; Maneesai et al., 2017)
BDKRBI1 + NF«B (Schanstra et al., 1998; Sriramula & Lazartigues,
2017)
1L-10 - NF«B (Driessler et al., 2004; Qiu et al., 2022)
IL-18 + * NF«B (Pugazhenthi et al., 2013; Scholz et al., 2013)
IL-6 + NF«B (L. Wang et al., 2003)
TNF«a + * NF«B (Moe et al., 2014; Schiitze et al., 1995)
BDKRBI1 + PGE2 (Ljunggren et al., 1991; Marin-Castafio et al., 2002;
Siragy et al., 1997)
AT2R + * PRCP (Zhu et al., 2010)
Renina + Renina (Pratt et al., 1988; Zhu et al., 2010)
IL-10 - TNFa (Poole et al., 1995)
ATIR + TNFa (Guzik et al., 2007)

7.2.1. Moléculas constitutivas

Tabla 7.1: Interacciones de la red, (*) predicciones.

Dentro de estas interacciones se pudieron encontrar dos moléculas que son consideradas

constitutivas, es decir, siempre se expresan de una forma no regulada (no presentan regula-

dores), y dentro de la red son considerados como entradas (inputs en la jerga del campo de

investigacion en el que se inscribe este estudio) del sistema. Estas dos moléculas son:

Renina: Se ha demostrado que se expresa en el riiién humano como prorenina (el precursor

de renina) la cual, es rapidamente secretada por una via constitutiva o es lentamente

convertida por un proceso intracelular a renina madura (Pratt et al., 1988), ademas, se

demostro que el proceso de conversion de prorenina a renina madura ocurre en un solo

paso (Pratt et al., 1988).




7. RESULTADOS 33

_’|’ > ]
BDKRB2 BDKRB1|<— Ac ?4. Angll | Angl (€

> =
Ang17/< Ang19

A Enzimas | KKS IFNG | [ 110 |- | IFNa A A
A

|:| Proteinas RAS *
— |

[
|
Roc Inflamacion L || — J l l
eptor TNFa > IL12 < > iL1B e |
— inhibicion ~—— activacion + <
|

Figura 7.1: Red de sistemas RAS, KKS e inflamacion. Se presentan las interacciones entre
los tres sistemas, las flechas en color negro indican activacion, las rojas inhibicion.
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CPN o CPN1: De igual forma la carboxipeptidasa, fue considerada constitutiva, debido a
su expresion y a su funcionamiento como enzima dentro del sistema KKS, se ha de-
mostrado su alta concentracién en sangre, existen reportes de que la carencia de esta
enzima en personas es casi imposible, o bien hay contados casos donde las personas

puedan presentar niveles bajos de CPN en sangre (Skidgel & Erdos, 2007).

Con base en estas interacciones se obtuvo la red que se muestra en la Fig. 7.1, donde se
representa el conjunto de moléculas (nodos) de los tres sistemas RAS, KKS e inflamacién y

sus interacciones, las cuales se reportan a continuacion.

7.3. Funciones légicas

De acuerdo con los datos obtenidos en literatura acerca de la relaciéon de cada molécula
se identificaron las funciones 16gicas que regulan el estado de actividad de cada uno de los 29
nodos (Tabla 7.2). En esto se incluye a los nodos constitutivos a los cuales se les considerd

como autorregulaciones dentro del sistema. En el caso de las reacciones enzimaticas, donde
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los péptidos son generados a partir de una enzima y otro péptido, la regla légica se expresé

con el Booleano AND (&). Por ejemplo: en el caso de Ang-(1-9) que se genera a partir de la

reaccion enzimatica de ACE2 con Ang I, la funcion l6gica se establece como:

ver Tabla 7.2.

Para la representacion de las funciones ldgicas reportadas se utilizaron los conectores

Booleanos de AND (&), OR (1) y NOT (!). Cabe mencionar que dichos simbolos son recono-

Ang-(1-9) — Ang I &ACE2,

cidos directamente por la libreria Boolnet para el lenguaje de programacion R.

Nodo Funcioén légica
ACE NF«B & !Angl7
ACE2 (IFNe & 'ATIR) | (AT2R & !'AT1R)
Aldosterona | AT1R & !ANP
Angl7 (Angl9 & ACE) | (ACE2 & Angll) | (NEP & Angl)
Angl9 Angl & ACE2
Angl Renina
Angll Angl & ACE & !NEP
ANP (INEP & 'ATIR & AT2R) | (INEP & 'AT1R & MasR) | (INEP & AT2R
& MasR) | (!AT1R & AT2R & MasR)
ATIR Angll
AT2R Angl9 | Angll
BDKRB1 | (IL-18 & TNFa & NF«B) | DABK
BDKRB2 | BK
BK KLKBI1 & 'ACE
CPN CPN
DABK BK & CPN & !ACE2
IFN« 1NL10
IFNy (IL12 & IL-18) | (ATIR & !'IL10)
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Nodo Funcion légica

IL10 (TNFa & !TFNy) | (AT2R & !'IFNy)

IL12 (BDKRB2 & !'IL10) | AnglI

IL-18 AT1R & NF«B

IL6 AT1R & !MasR

KLKBI PRCP

MasR Angl7

NEP IL-18 & !IFNy

NF«B (IL6 & '1L10)  (BDKRBI1 & !'TL10) | (IL-18 & 'TL10) | (TNFa & '1LL10)
| (AT1R & !TIL10)
PGE2 BDKRBI1

PRCP AT2R

Renina Renina

TNFa 'IL10 & AT1R

Tabla 7.2: Funciones logicas.

7.4. Atractores

De acuerdo a la literatura el proceso de hipertension es favorecido por la expresion de
moléculas claves tales como; AT1R y ACE del sistema RAS, ya que estdn altamente carac-
terizadas en esta patologia (Van Haaster et al., 2018). Ademas, el receptor B1R del sistema
KKS estd presente en procesos inflamatorios y por tanto en hipertension, asimismo, en el sis-
tema de inflamacidn la principal citocina inflamatoria caracterizada en este proceso fue IFNy
(Benson et al., 2022); moléculas del sistema KKS presentaron una minima participacion. Por
el contrario, en el proceso de hipotension se especificé la ausencia de AT1R, y la expresion
de ACE y AT2R, Ang Il y Ang 1-9. También se contempl6 la expresion de B2R y de la ci-
tocina anti-inflamatoria IL-10. Con este patrén de expresion se seleccionaron las moléculas
claves, para los fenotipos de hipertension y normotension/hipotension, generando asi, etique-

tas que pudieran identificar aquellos atractores que tuvieran estas caracteristicas después de
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las simulaciones realizadas (Tabla 7.3).

Fenotipo Etiqueta
Hipertension (ACE & ATIR) | (ACE & ATIR & Angll & IFNG &
BDKRB1)
Hipotension/ normotension | ((ACE2 & AT2R & IL10) & ( Angll | Angl9) & ! AT1R)

Tabla 7.3: Etiquetas de atractores

ATRACTORES CON 1 ESTADO

Hipertension Hipotension/normotension

Aldosterona -
Ang17 —
Ang19 —

Angl —
Angll —
ANP —

BDKRB2 —
Bradicinina —
CPN —
desArg9BK —
IFNa —
IFNG —

IL10 —

IL12

IL1B

ILB

KLKB1 —|
MasR —
NEP —
NFKB |
PGE2 |
PRCP —
Renina —|
TNFa -

B activo = inactivo

Figura 7.2: Red de sistemas RAS, KKS e inflamacion. La figura muestra los atractores
dindmicos que corresponden a los fenotipos de hipertension y de hipotensién/normotension.

La red se analizé con la libreria de Boolnet en R, considerando actualizacion asincrona,
obteniéndose dos atractores de punto fijo (Fig. 7.2). Estos atractores fueron etiquetados (Ta-

bla 7.3) y caracterizados con los fenotipos de hipertension e hipotensién/normotension.

En el atractor correspondiente a Hipertension se observé la presencia del factor de trans-
cripciéon NF«B junto con citocinas inflamatorias como IFNa IL-12, IL-18, IL-6 y TNFa,

ademas, de la expresion de Aldosterona y prostaglandina (PGE), y por ultimo, la inactivacion
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de la citocina anti-inflamatoria IL-10.

Por otro lado, en el atractor de Hipotension se observé la inhibicion de las citocinas
pro-inflamatorias y la expresion activa de IL-10 (al contrario del atractor de hipertension)
junto con la expresion del eje ACE2-Ang-(1-9)-AT2R, ademads, de la activacion del receptor
B2R del sistema KKS. Por otro lado, aunque el eje de MasR-Ang-(1-7) es de relevancia en
presiones bajas, este se mantuvo inactivo. Al mismo tiempo, moléculas como NEP y DABK
también se mantuvieron inactivas para ambos atractores. Al contrario, las moléculas tales
como; KLKB1, Ang I, AT2R, PRCP (prolilcarboxipeptidasa) y las moléculas constitutivas

(Renina y CPN) estuvieron activadas en ambos atractores.

7.5. Mutantes

Existen diversos factores de riesgo asociados al desarrollo de hipertension, por ejemplo:
las predisposiciones genéticas, la edad, el sobrepeso, el sedentarismo y el estrés. Ademds de
una extensa evidencia donde la dieta tiene efectos significativos en la presion sanguinea (Rust
& Ekmekcioglu, 2017). Estos factores también pueden generar alteraciones moleculares que
se reflejan en un cambio de comportamiento de los componentes del sistema, lo cual altera el
equilibrio en la regulacion de la presion sanguinea.

Como ejemplo, se ha demostrado que la hipertension puede ser inducida por una dieta
con un prolongado consumo de sal que se asocia a un dafio renal y a cambios significativos
en la expresion de citocinas (Drenjancevi¢-Peri€ et al., 2011). Aunque estos y otros procesos
involucrados con el aumento de presion han sido ampliamente estudiados, el comportamiento
general de estos factores con la regulacién de la presion, no son adn del todo claros.

Dentro de los mecanismos asociados a la hipertension dependiente del consumo exce-
sivo de sal se encuentra, la expansion del volumen, la modificacion de funciones renales y
desordenes en el balance de sodio, que estdn relacionados con cambios en los componentes
de RAS, sumado a la estimulacion del sistema nervioso e inclusive en procesos inflamato-

rios (Drenjancevié-Peri¢ et al., 2011; Rust & Ekmekcioglu, 2017). Se ha observado que el
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incremento de sal en la dieta aumenta la cantidad de AT1R (Bayorh et al., 2005), AnglI y
aldosterona en tejidos del rifién y del corazén, las cuales tienen una gran repercusion en el
incremento de la presion sanguinea (Bayorh et al., 2005). Ademds, de estas moléculas, se ha
encontrado que también hay un incremento en citocinas pro-inflamatorias como son IL-18 e

IL-6 (Blasi et al., 2003).

Por lo anterior, para obtener mas informacién sobre el comportamiento dindmico de la red
booleana, se simularon mutaciones de ganancia y pérdida de funcién y se evalué el compor-
tamiento de los atractores resultantes comparandolos con los obtenidos para el tipo silvestre
(o llamado en inglés wild-type). Simultineamente, se contrastaron los resultados con las evi-

dencias experimentales reportadas.

7.5.1. Evidencia experimental.

Para cada uno de los nodos se recabaron las evidencias experimentales reportadas de sus
mutaciones de ganancia y pérdida de funcién en procesos de hipertension y/o hipotension/-
normotensién (Tabla 7.5). Con respecto a mutaciones de perdida de funcién de las moléculas;
Ang-(1-9) y Ang I, después de un buscada exhaustiva no se encontrd informacion de eviden-
cias experimentales, por lo que, fueron consideradas como predicciones para el modelo.

Tabla 7.4: Evidencia experimental

Nodo +/— | Descripcidn en literatura

ACE
mento en la presidn sanguinea (Morishita et al., 1994)

semanas de tratamiento (Alves-Lopes et al., 2021)

+ Una transfeccion local de ACE no resulta en efectos sistémicos como au-

- | Ratén mutante de ACE posee una presion sistdlica significativamente baja
comparados con ratones normales (Esther et al., 1997). Al inhibir un do-

minio de ACE se presento la reduccion de presion sanguinea luego de dos
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Nodo

+/-

Descripcion en literatura

ACE2

ACE2 pudo atenuar significativamente la hipertension pulmonar (H. Hu
et al., 2020). Una sobreexpresion de ACE2 en el nicleo paraventricular
redujo significativamente la hipertensiéon mediada por Ang II (Sriramula
etal., 2011)

En ratones pre-tratados con rACE2 murino que recibieron un inhibidor se
observo que la presion sanguinea durante una infusién de Ang II fue mas
alta que en ratones que solo recibieron rACE2 (Giudicessi & Ackerman,

2013)

ANP

Una elevacion cronica en la concentracion de ANP induce una respuesta
hipotensiva (Steinhelper et al., 1990).
Ratones mutantes de ANP desarrollaron hipertension crénica en compara-

cién con los ratones normotensivos silvestres (Melo et al., 1999).

AT1R

La inhibicién de NO induce la sobreexpresion de AT1R en el rifidn, lo cual
contribuye a la hipertension y el dafio renal (Rincén et al., 2015).

Los mutantes de delecion de AT 1R tenian fenotipos distintivos que se com-
parten con los mutantes de delecién de angiotensinégeno, estos son dismi-
nucién de la presién sanguinea, incremento en la produccién de renina e

hipertrofia (Matsusaka et al., 1996).

AT2R

La activacion cronica de AT2R renal previene la retencién de sodio y dis-
minuye la presién sanguinea en modelos experimentales de hipertension
mediada por Ang II (Sumners et al., 2015).

En ratones con una delecion del gen de AT2R presentaron un aumento
significativo de la presién sanguinea en respuesta a una infusién de Ang II

(Siragy et al., 1999).

Aldosterona

Una elevacion de aldosterona plasmatica presenté un ligero aumento de la

presion sanguinea (Schewe et al., 2019).
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Una infusién de FAD286, inhibidor de la sintasa de aldosterona presento
una ligera reduccién en la presién sanguinea después de siete semanas en
células adrenocorticales (Fiebeler et al., 2005). Una reduccion de aldoste-
rona dependiente de dosis reduce la presion sanguinea y previene el dafno

de d6rganos en modelos de ratén (Hargovan & Ferro, 2014)

Ang-(1-7)

Como resultado del incremento de ACE2, la expresion de Ang-(1-7) au-
menta al doble en plasma comparada con los controles, la presién sangui-
nea basal disminuy¢ significativamente (Rentzsch et al., 2008).

La interrupcion del eje ACE2-Ang-(1-7)-Mas bajo condiciones normales
de la actividad de RAS no resulta en un incremento de la presion sanguinea

(Rakusan et al., 2010).

Ang-(1-9)

Un incremento en los niveles de Ang-(1-9) estd asociado a la disminu-
cion en la hipertrofia ventricular izquierda e incluso con la reduccién de
la presion sanguinea (Ocaranza et al., 2010). Un tratamiento de Ang-(1-9)
presentd una significativa disminucién de la presion sistélica y diastolica
dependiente de dosis solo cuando las dosis de Ang-(1-9) son mayores a
600 ng/kg/min (Norambuena-Soto et al., 2020)

No encontrado.

Angl

La infusién de Angl en ratones WT resulté en un rdpido incremento de la
presion sanguinea que fue significativo después de una semana de infusion
(Gonzalez-Villalobos et al., 2011)

No encontrado

Angll

La infusién progresiva de Angll incrementé la presion sanguinea progre-
sivamente (Bao et al., 2007)

La inhibicién de la via de sefializacién p38 disminuye la hipertension de-
pendiente de Angll y previene el dafio de 6rganos inducido por Angll (Bao

et al., 2007).
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BDKRBI1

Usando un anticuerpo especifico de BDKRB1 genera una alta regulacion
en la expresion del receptor en el hipotdlamo de ratones hipertensivos (Sri-
ramula & Lazartigues, 2017). La sobreexpresion de BIR no genera un
cambio en la presion sanguinea (Kakoki & Smithies, 2009).

La mutante de BIRKO evit6 el incremento de la presion sanguinea en ra-
tones con hipertension inducida por sal (Sriramula & Lazartigues, 2017).
La ausencia de B2R o BIR no presenta un cambio en la presion sanguinea

(Kakoki & Smithies, 2009)

BDKRB2

En ratones transgénicos que presentaban una sobreexpresion de BDKRB?2
poseian un fenotipo hipotensivo (D.-z. Wang et al., 1997).

El andlisis en un perfil de presion desde los 6 hasta los 12 meses de edad
revelaron un ligero aumento de la presion sanguinea en ratones B2R-KO
comparados con los ratones silvestres (Maestri et al., 2003). Estudios re-
cientes que utilizan ratones con BDKRB2-KO presentan una presion sis-
tolica basal que no difiere con los ratones silvestres (Fu et al., 2004). La
ausencia de B2R o BIR no presenta un cambio en la presion sanguinea

(Kakoki & Smithies, 2009).

BK

Los niveles de bradicinina en plasma incrementaron significativamente en
ratones con hipertension tratados con DOCA (Sriramula & Lazartigues,
2017).

La presion sanguinea basal fue la misma en ratas con deficiencia de cininas
y con niveles normales de cininas (Rhaleb et al., 2001). El antagonista de
BK (B4146) no causaba cambios en la presién sanguinea normal (Benetos

et al., 1986).

IFNa

Se considera a IFN como un factor de riego en hipertension arterial en
pulmones inducida por fairmacos después de casos reportados de pacientes
tratados con IFNa (Sangal et al., 2014). La terapia con IFN puede ocasio-

nar hipertension arterial pulmonar (Savale et al., 2014).
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En ratones mutantes de IFNAR1-/- fueron protegidos de los efectos de
hipoxia con una significativa reduccién en la presion sistolica (George et

al., 2014)

IFNy

La infusién de Angll incrementa IFNy produciendo células CD8+T, por
lo tanto el efecto de hipertension es mediado por un aumento de IFNy
(Saleh et al., 2015). La sobreexpresion de ratones con IFNy presentaron
una elevacion de la presion sanguinea (Sun et al., 2017).

Durante la infusiéon de Angll en una mutante de IFNy -/- se observo que

contribuye a la disminucién de la presion sanguinea (Kamat et al., 2015).

IL-10

Una sobreexpresion de IL-10 inyectada en ratas disminuyo la hipertension
inducida por Angll significativamente (Shi et al., 2010).
La media de la presion arterial fue significativamente alta en ratones con

deficiencia de IL-10 comparada con ratones silvestres (Sikka et al., 2013).

IL-12

Ratones con un tratamiento de IL-12 recombinante tuvieron una reduccién
significativa de la presion sistdlica (Ye et al., 2019).

IL-12p35 KO promueve la diferenciacion de macréfagos, agrava la disfun-
cién vascular y eleva la presion sanguinea en ratones tratados con Angll

(Ye et al., 2019).

IL-18

Microinyeccion de IL-18 en el nucleo paraventricular del hipotdlamo de
las ratas resulta en un incremento de la presién sanguinea dependiente de
dosis (Lu et al., 2009).

IL-1Ra que reduce la expresion de mRNA de IL-15 en el pulmén también

reduce la media de la presion arterial pulmonar (Chada et al., 2008).

IL-6

En condiciones normotoxicas con ratones que sobreexpresan IL-6 tienen
una elevada presion sistélica ventricular comparado con ratones silvestres
(Vazquez-Oliva et al., 2005).

Con irbesartan que disminuye los niveles de IL-6 en paralelo disminuye la

presion sanguinea en un corto periodo de tiempo (Steiner et al., 2009).
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KLKB1

El aumento de calicreina en suero en ratas con hipertension espontidnea
presentaron una media menor en la presion sistdlica y diastélica a com-
paracién de los controles (Yang et al., 2017). La expresion de KLKB1 no
difiere significativamente entre la presion sanguinea alta y la presion san-
guinea baja en ratones (Biswas et al., 2016).

La presion sistélica sanguinea no fue modificada entre TK+/+ y TK -/-

(Meneton et al., 2001).

MasR

Ratones hipertensivos tuvieron una significante disminucién de la presion
mediada por el receptor MasR (Kangussu et al., 2015)

Ratones con knockout de MasR presentaron una elevada presion sanguinea
con un tipo genético FVB/N mientras que los de tipo genético C57BI/6
eran normotensivos (Rabelo et al., 2008). La administracién de un blo-
queador de receptor MasR evit6 los efectos benéficos de Ang(1-7) (Shenoy
et al., 2010).

NEP

Ratones que sobreexpresan NEP contra ratones silvestres presentaban un
aumento en la presion sanguinea (Nakagawa et al., 2021).

Después de 5 semanas de hipoxia ratones NEP-/- tuvieron un incremen-
to de la presion sistdlica del ventriculo derecho comparado con ratones

NEP+/+ (Dempsey et al., 2009)

NF«B

Ratones expuestos a NaF inducen una mayor expresion de NF«B en el
rinén y el corazén, ademds de presentar un incremento significativo en los
valores de la presion sanguinea sistolica (Oyagbemi et al., 2017)

Con el represor de NFkB (I«Bad) y una aplicacion crénica de Angll la
media de la presiéon sanguinea no tuvo diferencia con los demds grupos

(Polichnowski et al., 2011).

PGE2

Inyecciones de PGE2 aumentaron la presion sanguinea y el ritmo cardiaco

(Hoffman et al., 1986).
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Bloqueo con hexametonium que inhibe los efectos de PGE?2 atenda el in-

cremento de la presion sanguinea (Hoffman et al., 1986).

PRCP

La sobreexpresion de PRCP no tuvo efectos significativos en el ritmo car-
diaco y en la media de la presion sanguinea (Hao et al., 2020).
Ratones PRCPgt/gt de 14 semanas de edad presentaron una elevacion en

la presion sistélica comparados con ratones silvestres (Maier et al., 2017).

TNFa

Cuando a ratones con TNFa-/- se les aplic6 una terapia de TNFe, la admi-
nistracién de Angll causé un incremento en la media de la presion arterial
(Sriramula et al., 2008).

La presion sanguinea y la funcién cardiaca fue significativamente atenuada
en ratones TNFa-/-, la infusiéon de Angll aumenté significativamente la
presion en ratones silvestres pero no en ratones TNFa-/- (Sriramula et al.,

2008).

DABK

Conejos con des-Arg9-BK exodgena tenian una respuesta hipotensiva (de-
Blois et al., 1989)

El antagonista de DABK ([Leu8]-des-Arg9-BK) que bloquea a la DABK
exdgena no causa incrementos en la presion arterial a niveles basales

(Nakhostine et al., 1993).

Tabla 7.5: (-) perdida de funcién, (+) ganancia de funcién

7.5.2. Simulacion de ganancia y pérdida de funcion.

El resumen de los resultados obtenidos para cada una de las simulaciones de las mutaciones

tanto de perdida y ganancia de funcidn, excepto para los nodos constitutivos, se muestra

en la Tabla 7.6. Los atractores resultantes fueron comparados en primera instancia con los

atractores tipo silvestre y posteriormente con lo reportado en las evidencias experimentales.
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Mutantes Atractor

ACE*, Angll *, ATIR *, IFNy *, NF«B *

ACE2 ", Ang-(1-9) -, AT2R -, IL-10 - Pérdida de atractor de hipotension

ACE2 *, Ang-(1-7) ¥, Ang-(1-9) ¥, IL-10 ¥, NEP *

ACE -, Angll -, ATIR -, TFNy -, NF«B - Pérdida de atractor de hipertension

Aldosterona **, ANP 7+, BDKRB1 7+, BDKRB2 7+,
IL-187*, IL-67*, TNFa*, Angl*, AT2R*, Ang-(1-7)", Mantienen ambos atractores
NEP-

Tabla 7.6: Resumen de simulacién de mutantes.

Pérdida del atractor de hipotension

Las moléculas que tuvieron ganancia de funcién (+) en la simulacién de mutantes y que
dieron lugar a la pérdida del atractor de hipotension (es decir, que en tal caso solo se recuperd
el atractor de hipertension), fueron principalmente moléculas pertenecientes a la via clésica
de RAS (ACE, Ang Il y AT1R). Describiendo parte de la via donde; ACE participa en la
generacion de Ang II a partir de Ang I, AngllI es el ligando principal del receptor ATIR
y por ultimo AT1R tiene respuestas de vasoconstriccion aumentando la presidon sanguinea
(Van Haaster et al., 2018). Por ende, se observa que la activacion de cualquier molécula de la
via clésica puede generar un fenotipo de hipertensiéon. Tal y como se menciona en literatura
cientifica (Van Haaster et al., 2018). De igual forma, la citocina inflamatoria IFNy y el factor
de transcripcion NF«B en ganancia de funcién s6lo mantienen el fenotipo de hipertension.
En el caso de IFNy se ha demostrado su presencia en fenotipos de hipertensiéon (Benson
et al., 2022) y NF«B, que actia como un activador de citocinas pro-inflamatorias, se puede

asociar su expresion con el fenotipo de presion alta (Granger, 2006; Luft, 2001).

En cuanto a las moléculas con pérdida de funcién (-) y que favorecieron la perdida del
atractor de hipotension, se encuentran componentes de la via no cldsica de RAS (ACE2,
Ang-(1-9) y AT2R) donde; ACE2 participa en la formacién de Ang-(1-9) a partir de Ang
Iy en la formacioén de Ang-(1-7) a partir de Ang II, evitando asi la unién de Ang II con el
receptor de ATIR, previniendo por tanto la vasoconstricciéon (Domenig et al., 2016; Rice
et al., 2004). En el caso de Ang-(1-9), este péptido funciona como ligando del receptor

AT2R y ademds como precursor para la formacién de Ang-(1-7) en conjunto con la enzima
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ACE; por tltimo el receptor AT2R que se activa gracias a la unién de sus ligandos; Ang II,
Ang-(1-9) y Ang-(1-7) tiene una respuesta de vasodilatacion y proteccion de tejidos, lo que
deriva en una disminucion de presion (Patel & Hussain, 2018). Ademas, se ha demostrado
que un aumento de AT2R disminuye la sefializaciéon de AT1R (Masaki et al., 1998). por
lo que, la ausencia de alguna de estas tres moléculas en el sistema genera una condicién
hipertensa. A su vez, la ausencia de IL-10 también tiene efectos en la pérdida del atractor,
esto podria deberse a que por la naturaleza anti-inflamatoria de esta molécula inhibe a las
citocinas inflamatorias (Granger, 2006), por lo que, la ausencia de esta citocina produce un

fenotipo de hipertension.

Pérdida del atractor de hipertension

De manera contraria, la pérdida del atractor de hipertension se vio reflejada cuando se realiz6
la ganancia de funcién de moléculas pertenecientes a la via no cldsica de RAS como son:
ACE2, Ang-(1-7) y Ang-(1-9), como se menciond anteriormente, Ang-(1-9) y Ang-(1-7) son
ligandos de los receptores vasodilatadores del sistema RAS; AT2R y MasR respectivamente,
por lo que, el aumento de estas moléculas induce una disminucién de la presiéon sanguinea
(Mascolo et al., 2020). También se encontré que la ganancia de funcién de IL-10 evita la
activacion de citocinas pro-inflamatorias que producen un aumento de presion, esta respuesta
se ve reflejada en la pérdida del atractor de hipertension. Por dltimo, la sobreexpresion de
NEP también induce al fenotipo de hipotension, esto podria deberse a su funcién enzimatica
sobre Ang I generando Ang-(1-7) (Domenig et al., 2016; Rice et al., 2004) activando asi al

eje NEP/Ang-(1-7)/MasR y por tanto obteniendo un atractor de hipotension.

Con respecto a la pérdida de funcién de moléculas que conllevan a una perdida del atractor
de hipertension, en el estudio aqui reportado estas pertenecen a la via clasica de RAS (ACE,
Angll y AT1R). Este resultado concuerda con el resultado anterior, donde estos nodos son
indispensables en el aumento de la presiéon (Van Haaster et al., 2018). Ademads, también se
encontrd que la falta de IFNa y de NF«B so6lo mantienen un fenotipo de presion baja. Esto

concuerda con la inhibicion de citocinas pro-inflamatorias y del proceso inflamatorio per se.
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Se mantienen ambos atractores

En el caso de la simulacién de Aldosterona con ganancia y pérdida de funcién se mantienen
ambos atractores (hipertension e hipotension), esto podria deberse a que esta proteina es un
output del sistema, es decir, no regula a otros nodos dentro del mismo, entonces un cambio
en su estado no altera el fenotipo. No obstante, en literatura se observa que la presencia de
Aldosterona estd asociada a un aumento en la presion (Cediel et al., 2004), pero también,
se especifica que su efecto es directo, es decir, no depende de la via de RAS para presentar
el fenotipo de hipertension (Cediel et al., 2004). En cambio, el péptido natriuretico atrial
(ANP) tiene una respuesta opuesta a la de aldosterona ya que participa en la disminucién de
la presion (Zhou et al., 2009), no obstante, al igual que con aldosterona, ANP funciona como
output por lo que, no ejerce un cambio dentro de los nodos, a excepcion de su respuesta de

inhibicidn hacia aldosterona.

Varios nodos pertenecientes al sistema KKS como son; PRCP, KLKB1, BK y el receptor
B2R tampoco tuvieron repercusiones en la pérdida de atractores, ya que no afectaron
los patrones de expresion en comparaciéon con el wild type, (Tabla 7.6). Lo que sugiere
una minima participacién en la eliminacién del fenotipo de hipertensién donde estdn
involucrados los ejes de ACE2-Ang-(1-9)-AT2R y NEP-Ang-(1-7)-MasR. Sin embargo, no
excluye que tengan una mayor participacion en el proceso de hipotension, donde participa
el eje ACE2-Angll-AT2R, entre otros. Ademads, las mutaciones del receptor B1 no alteraron
el establecimiento de patrones de expresion, incluidas las citocinas, en comparacion con el
tipo salvaje. A pesar de estos resultados, en evidencia experimental se ha observado que
la pérdida o ganancia de funcién de cada receptor (B1R y B2R) por separado no induce a
ninglin cambio en la presion sanguinea (A. Duka et al., 2006). No obstante, hay evidencia
de que la reduccion de BDKRB?2 deriva en un ligero pero significativo aumento de presion
(A. Duka et al., 2006), en dicho modelo no representa un cambio significativo dentro de los

atractores obtenido, que concuerda con lo reportado en literatura.

Dentro del sistema de inflamacion también hay interleucinas que no reflejaron un cambio

en los atractores obtenidos, estas fueron: IL-13, IL-6, TNFa. De acuerdo a literatura, IL-15
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tiene efectos hipertensivos actuando junto con AT1R (Lu et al., 2009), en el modelo se puede
observar que regula a diferentes moléculas como NF«B o IFNy las cuales tienen un efecto
directo en los atractores, sin embargo, estas moléculas tienen otros reguladores, por lo que,
IL-18 no es indispensable para su activacion y por tanto para cambiar de atractor. Por su
parte, IL-6 en sobreexpresion aumenta la presion sanguinea y proliferacion, sin embargo, en
el modelo se observa que solamente induce la expresion de NF«B pero sin ser su activador
principal, razén por lo tanto, no se observa un cambio en los atractores.

Cabe resaltar que en literatura se ha observado que TNFa puede participar en la induccién
de ambos fenotipos (hipertension e hipotension), se encontraron estudios donde TNFa puede
oponerse a la vasoconstriccion por Ang Il y por tanto evita el aumento de presion, estas
actividades de TNFa pueden deberse a su participacion con otros factores como el estrés
oxidativo que también participa en la hipertension e hipotensioén (Sriramula et al., 2008).
Estas evidencias podrian asociarse con el comportamiento de los atractores a los que llega
TNFa, siendo que tiene participacion tanto en la disminucién como en el aumento de la

presion.

En el caso de Ang I se ha observado que un aumento de este péptido genera un aumento de
presion (Gonzalez-Villalobos et al., 2011), por lo que, se esperaria un atractor de hiperten-
sién. Por otro lado, se ha demostrado que un aumento en la expresion de AT2R disminuye
ligeramente la presion sanguinea en condiciones normales y que principalmente evita los
efectos de AT1R (vasoconstriccion) en condiciones hipertensivas (Masaki et al., 1998), por
lo que, la obtencién de los dos atractores se asemeja a la literatura, ya que no se establece
una condicidén previa al simular los atractores. De igual forma para Ang-(1-7) con pérdida de
funcidn se ha observado que su inhibicion solo tiene un cambio en la presion arterial cuando
hay algun factor extra que genera el aumento de presion (por ejemplo, aldosterona o una dieta
de sal) siendo que una mutacién en Ang-(1-7) puede agravar el aumento de presién solo en

estas condiciones (Xue et al., 2013), por lo cual los dos atractores si coinciden con literatura.
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Pérdida de atractores

En la mutante de pérdida de funcién de Ang I se perdieron ambos atractores, siendo este
resultado de interés debido a que se esperaba la presencia de las moléculas del sistema KKS
o de inflamacién. Sin embargo esta mutacion tampoco ha sido reportada en literatura para
fenotipos de presion arterial o fenotipos de enfermedades inflamatorias. Por otro lado, con la
mutante de pérdida de funcién de Ang-(1-9) tampoco se encontrd informacién en literatura,
sin embargo, en la simulacién del modelo se obtuvo el atractor de hipertension y se perdio
el atractor de hipotension. Este resultado de Ang 1-9 y el de Ang I con pérdida de funcion
se consideraron predicciones del modelo y requeririan una posterior validaciéon de manera

experimental para observar tales fenotipos.

Ang II con ganancia de funcién (AnglII*)

Con la mutacién de ganancia de funcién se pudo recuperar el atractor de hipertension, sin
embargo, se recuperd un segundo atractor que posee un patron de expresion parecido al de
hipertension ya que estd activado el receptor AT1R, el principal indicador de presion alta
(Van Haaster et al., 2018); no obstante, se observa también la activacion de B2R y BK que
fue asociado a la ausencia de las citocinas pro-inflamatorias como IFNy, TNFa e IL-18. Este
atractor podria considerarse como un estado intermedio de los fenotipos de hipertension sin
una presencia de inflamacion, en el cual se tiene la presencia de la presion alta por el receptor
ATI1R pero también la respuesta anti-inflamatoria inducida por el sistema KKS (B2R y BK),
y que puede observarse en la inhibicion de las citocinas pro-inflamatorias, favoreciendo la
presencia de IL-10 como citocina anti-inflamatoria, que asociado a la literatura se podria
comparar con la compensacion de los sistemas para prevenir el aumento de presién generado

con la sobreexpresion de Ang II (A. Duka et al., 2006).

IL-13 con ganancia de funcion, activacion de NEP

La simulacion de la mutacion para la ganancia de funcion de la interleucina IL-14, favorecid
la expresion de NEP, también conocida como MME (metaloendopeptidasa de membrana),

que habia permanecido inactiva en ambos atractores en wild type. En consecuencia, resultd
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en la activacion de Ang-(1-7) y del receptor MasR, junto con Ang-(1-9) y AT2R que también
permanecieron activos.

NEP esté regulada positivamente por la interleucina IL-15 y negativamente regulada por IFNy
(van der Velden et al., 1998). Por lo tanto, la activacién de Ang-(1-7) se realizé6 mediante la
activacion de Ang I junto con NEP. Ademads, NEP es un regulador negativo de ANP o también
conocido como ANF (péptido natriurético atrial), este dltimo tiene efectos vasodilatadores y
diuréticos (Margulies et al., 1995); después de las simulaciones, permanece activo incluso
cuando NEP estd presente; esto probablemente se ve favorecido por la sefializaciéon de dos
reguladores activos de ANP, como son los receptores AT2R y MasR que aparecen en el atrac-
tor de hipotensién/normotension (Shah et al., 2010; Tan et al., 2018). Este resultado requiere

de una validacién experimental.

Activacion de B1R en hipertension

Simultdneamente, se observo la activacion del receptor BIR en el atractor de hipertension
en el tipo silvestre, incluso sin la activacion de desArg9BK, esta activacion se atribuy6 a la
expresion de citocinas tales como IL-18 y TNFea, y al factor de transcripcion NF«B (Phagoo
et al., 2000). Después de evaluar las simulaciones de perdida y ganancia de funcion de todos
los nodos, DABK se activé cuando se realizé la ganancia de funcién de BK, dado que esta
no estaba activa en el atractor de hipertension en el tipo salvaje. En el atractor de hipoten-
sién/normotension del tipo salvaje, la inactivacion de DABK se atribuy6 principalmente, a
la presencia de la enzima ACE2 que es una de las principales enzimas que la degradan. (De
Maat et al., 2020).

Con respecto a simulaciones de ganancia y pérdida de funcién de los nodos, como PRCP,
KLKBI, bradicinina y receptor B2, no afectaron los patrones de expresion en comparacion
con el tipo salvaje (Tabla 7.6). Lo que sugiere una minima participacion en este fenotipo don-
de estd involucrado el eje de ACE2-Ang-(1-9)-AT2R y NEP-Ang-(1-7)-MasR. Sin embargo,
no excluye que tengan una mayor participacion en el proceso de hipotension, donde participa
el eje ACE2-Angll-AT2R, entre otros. Ademads, las mutaciones del receptor B1 no alteraron
el establecimiento de patrones de expresion, incluidas las citocinas, en comparacion con el

tipo salvaje.
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Las simulaciones de la pérdida de funcién de IFNy muestran la pérdida del atractor de hi-
pertension (Sun et al., 2017) y, de manera similar, la ganancia de funcién del nodo IL-10
promueve la pérdida del atractor relacionado con la hipertensién (Shi et al., 2010) (ver Tabla

7.6).

7.5.3. De atractor de normotension a hipertension

Como se menciond anteriormente, una de las principales causas que generan hipertension es
la dieta alta en sales (Drenjancevié-Peri€ et al., 2011), que se ha demostrado produce dife-
rentes efectos dentro de los sistemas de RAS e inflamacion, estos efectos estan asociados al
cambio de concentracion de las moléculas. La recopilacion de moléculas que aumentan de
expresion en una alta en sales se presenta en la tabla 7.7, en la cual se compara este cambio de
expresion (sobreexpresion principalmente) con los atractores de las mutantes de sobreexpre-
sién que se evaluaron en este modelo. Es decir, con las simulaciones de mutaciones de cada
molécula se obtuvieron los atractores resultantes, para posteriormente comparar los resulta-
dos con el fenotipo de hipertension al que llegan estas moléculas cuando hay una alta ingesta
de sal. De estas simulaciones se esperaba la aparicion del atractor de hipertension y la pérdi-
da del atractor de hipotension. Sin embargo, para el caso de moléculas como: Aldosterona,

IL-18, IL-6 y TNF-a se observo que ambos atractores se mantenian.

Molécula Comportamiento Atractor
ATIR Aumento del receptor (Bayorh et al., 2005) Hipertensién
Angll Aumento de péptido (Bayorh et al., 2005) Hipertension

Aldosterona | Aumento de péptido (Bayorh et al., 2005) | Ambos atractores

IL-18 Aumento de citocina (Blasi et al., 2003) | Ambos atractores
IL-6 Aumento de citocina (Blasi et al., 2003) | Ambos atractores

NF«B Aumento de citocina (Gu et al., 2006) Hipertension

TNFa Aumento de citocina (Gu et al., 2006) Ambos atractores

Tabla 7.7: Moléculas con alteraciones en presencia del consumo excesivo de sal contrastadas
y evaluadas en los atractores obtenidos del modelo después de las simulaciones de mutaciones



Discusion

Existen varios estudios que proporcionan informacion relevante sobre la cinética del meta-
bolismo en la formacion de los péptidos de angiotensina que participan en la via de Renina-
angiotensina a través, de las enzimas ACE2, ACE y NEP. Indicando, que la formacion de

Ang-(1-7) se da principalmente por las siguientes interacciones:
- la incision del péptido Ang II por enzima ACE2,
- laincision de Ang-(1-9) por ACE y
- la incision de Ang I por NEP (Domenig et al., 2016; Rice et al., 2004).

Por otro lado, estudios de mutaciones revelan que la ausencia de la enzima ACE2 (KO: o
Knock ACE?2), favorece el incremento de Ang-(1-7), relacionando su formacién a través de
la participacién de NEP via incisién de Ang I. Esta interaccién también se sustenta cuando
se realiza la inhibicién de NEP por el fairmaco sacubitrilo (LBQ657) que redujo los niveles
de Ang-(1-7). Ademas, la inhibicién de ACE2 produjo un incremento de Ang II (Domenig
et al., 2016). Por lo anterior, los autores cuestionan que el eje de activaciéon de Ang-(1-7) a
través de Ang I por NEP puede ser alterado cuando se utilizan terapias que son enfocadas
a la inhibicion de NEP en comorbilidades como es la insuficiencia cardiaca, insuficiencia
renal, entre otras morbilidades, por lo que, se requiere una mayor investigacién sobre las

enzimas que participan en la formacién de Ang-(1-7).
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NEP se ha caracterizado como una enzima generadora del péptido Ang-(1-7) del cual su
principal receptor es MasR ejerciendo sefalizaciones de vasodilatacion por la liberacién de
oxido nitrico (NO), se ha observado que MasR también se ha involucrado en la activacion
de natriuréticos como es el péptido natriurético atrial (ANP), que tiene efectos benéficos en
la homeostasis de la presion sanguinea, entre otras funciones (Margulies et al., 1995). Sin
embargo, se ha encontrado que NEP también participa en la inhibicion de ANP (Margulies
et al., 1995; McDowell & Nicholls, 2000). Por lo anterior, la funcionalidad de NEP es

controversial, dado su dualidad en la regulacion de la homeostasis de la presion sanguinea.

En este modelo el comportamiento de NEP en ambos atractores del estado wildtype se obser-
va como una inactivacién. Sin embargo, en las mutaciones se observa que una activacion de
NEP estd involucrada en el mantenimiento del fenotipo de hipotensién (Tabla 7.6), lo cual
se relaciona con la generacion de Ang-(1-7) y por tanto de una respuesta de vasodilatacion.
No obstante, al realizar la mutacién de inhibicién de NEP no se observé ningin cambio
en los atractores contra el wild type lo cual se asocia con literatura donde se observa que
la inhibicién de NEP de forma experimental generalmente debe estar acompafiada de una
inhibicion de ACE para poder mantener el atractor de hipotension (Alves-Lopes et al., 2021).
Dado que, se considera que la inhibiciéon de NEP tiene un efecto casi imperceptible en el

cambio de la presion arterial (Bevan et al., 1992).

Una de las moléculas principales que participan en la patologia de hipertension es la pros-
taglandina (PGE) que es un metabolito de ciclooxigenasa que regula la presién sanguinea
(Swan & Breyer, 2011). Se ha observado que los efectos vasoactivos mediados por BIR
se llevan a cabo a través de la expresion de PGE (I. Duka et al., 2003). Sin embargo, se
ha observado que PGE tiene efectos tanto de vasodilatacion como de vasoconstriccion
dependiendo de las condiciones que la rodean. Estos efectos son consecuencia de sus cuatro
distintos receptores (L. Wang et al., 2022). Las respuestas de vasodilatacion se llevan a cabo
a través de los receptores EP2 (E-prostanoide 2) y EP4 (E-prostanoide 4), mientras que las
respuestas de vasoconstriccion se desencadenan por los receptores EP1 (E-prostanoide 1) y

EP3 (E-prostanoide 3) (Swan & Breyer, 2011).
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En este modelo, solamente se considerd la respuesta del receptor BI1R en la expresion de
PGE, sin embargo, no fueron incluidos los receptores para PGE. La respuesta de PGE
depende de su receptor al que se una, genera sefializaciones que pueden favorecer a un
fenotipo de hipertension o hipotension, y todo dependerd de las condiciones que lo rodean.
Por ejemplo, se ha observado que la infusién sistémica de PGE ayuda a disminuir la presién
arterial por medio de EP2, y al contrario, una infusién cerebro-ventricular de PGE aumenta

la presion sanguinea por medio de la activacion del receptor EP3 (Swan & Breyer, 2011).

También, se ha observado que la expresion de PGE también se puede dar a través del receptor
B2R, solo cuando existe en conjuncién con la expresion de la hormona desoxicorticosterona
favoreciendo asi, la activacion de PGE (Madeddu et al., 1993). por lo que, PGE podria ser
activada por ambos receptores de la via KKS (B1R y B2R) bajo ciertas condiciones y a su
vez, la respuesta de PGE en la regulacion de la presion sanguinea va a depender del receptor

al que se una.

En cuanto a los receptores de bradicinina, se ha observado que ambos tienen un comporta-
miento constitutivo. En el caso de B2R se expresa en condiciones normales en diferentes
tejidos como: intestinales, cardiovasculares, el tracto respiratorio, neuronales, entre otros
(Hall, 1997). Por otro lado, el receptor BIR tiene una expresién mds baja que B2R en
condiciones normales, pero tiene un mRNA constitutivo que es rdpidamente inducido ante
una respuesta inflamatoria o condiciones de estrés y al igual que B2R se expresa en la
mayorfa de los tipos celulares relevantes para la inflamacién como células endoteliales
o fibroblastos (Qadri & Bader, 2018). Sin embargo, se ha demostrado que la activacién
constitutiva de B1R se puede dar de forma espontidnea y en respuesta a mutaciones del
propio receptor, por lo que, puede generar una respuesta independientemente del ligando

(Leeb-Lundberg et al., 2001).

Ahora bien, a diferencia de las moléculas que fueron sefialadas como constitutivas (Renina y
CPN), estos receptores no se consideraron constitutivos ya que necesitan de un ligando o un

estimulo para poder activarse. En el caso de B2R es necesaria su unién con su ligando BK (y
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sus derivados) para inducir su respuesta vasodilatadora en la regulacion de la presion (Rex
et al., 2022). Pero BIR actia de manera diferente, ya que, este receptor puede reaccionar
aun sin su ligando (DABK y sus derivados) pero con la activacion de la via de inflamacién y
su liberacion de citocinas inflamatorias como IL15, TNFa y NF«B (Ni et al., 1998; Phagoo
et al., 2000; Y. Zhang et al., 2007). por lo que, a pesar de ser considerados constitutivos
en literatura, estos receptores fueron considerados con sus reguladores del sistema de

inflamacién para la caracterizacion de la presion sanguinea.

Profundizando en la busqueda de evidencias experimentales de reguladores y del control
transcripcional de ACE y NEP, se encontr6 una notable escasez. Para ACE, uno de los
reguladores transcripcionales que favorece su expresion es el factor NFkB (Garcia et al.,
2016; Xu et al., 2020). La inhibicién de ACE a través de Ang-(1-7) es limitada al dominio
C-terminal, por lo que, un mayor efecto de inhibicién de ACE, se observa cuando en conjunto
con Ang-(1-7) se inhibe el dominio N-terminal a través de captopril (Tom et al., 2001).

Con respecto a NEP, este es regulado positivamente por interleucina IL-18 y regulado
negativamente por [FNy (van der Velden et al., 1998). Estas ultimas interacciones, fueron
consideradas como prediccion para el modelo, dado que la regulacion de NEP sélo se ha
evaluado en procesos de inflamacion para el epitelio bronquial en enfermedades como es el

asma, pero no han sido caracterizadas en procesos de presion sanguinea.

Para la validacion de estas interacciones, se pueden seguir los protocolos de experimentacion
actualmente definidos. A modo de ejemplo, se describe a continuacién de manera breve una
estrategia de metodologia: el modelo in vivo, se realiza en ratones wild type C57BL/6J y
consiste en la infusion de angiotensina II (Ang II) que conduce a la elevacion de la presion
sanguinea e inflamacion. Una vez inducida la hipertension en los ratones, se sacrifican y se
realiza un andlisis de citocinas y de la expresion de la metaloendopeptidasa NEP. Para ello,
se aislan células T CD4+ o CD8+ de una suspension celular del bazo y/o ganglios linféticos
de los ratones tratados y no tratados con Ang II. En paralelo, se aislan células de 6rganos
como es el rifidn, estas células son cultivadas con ciertas condiciones en el medio de cultivo.

En el caso de los cultivos de células T CD4+ o CD8+ las citocinas liberadas pueden ser



8. DISCUSION 56

detectadas por diversas tecnologias, por ejemplo, el sistema luminex. Pare el caso del cultivo
de células de riiidn, estos son estimuladas con IL-1B e IFNy o sin estas citocinas, evaluando

la expresion de NEP en cada condicidn (Steiner et al., 2009; van der Velden et al., 1998).

La obtencion de los dos atractores (hipertension e hipotensidn) parece representar el esta-
do de regulacién de la presion sanguinea, debido a que en ambos atractores se observo el
comportamiento de las moléculas que son indicadoras de cada uno de los fenotipos. Para la
obtencion de la red se incorporaron interacciones como predicciones de ciertas moléculas
principalmente pertenecientes al sistema inflamatorio como son: IFNe, IL13, TNFa, IFNy,
IL-10, IL-12, IL-6 y NF«B. Esto debido a evidencia de la participacion de este sistema en
procesos de hipertension (Agita & Alsagaftf, 2017; Granger, 20006), estas interacciones dentro
del sistema pudieron modelar principalmente el comportamiento de IFNvy al representar que
su activacion estd asociada a un fenotipo de hipertension y viceversa, la inhibicién de esta
molécula caracteriza a un patrén de hipotension, lo cual concuerda con literatura donde se
observa a esta molécula como uno de los principales inductores de hipertension (Savale et al.,
2014). Este resultado también se refleja en el comportamiento de NF«B que de acuerdo a lo
reportado en literatura, participa en procesos hipertensivos (Gu et al., 2006).

Estas evidencias pueden ser de relevancia a nivel experimental debido a que el modelo parece
acercarse al proceso en la regulacion de la presion, lo cual permite que se puedan comprobar
estas interacciones predictivas en contextos de presion sanguinea e inclusive ayudando a la
integracion de fairmacos para la inhibicion o activacion de ciertas moléculas que parecen estar

muy asociadas al cambio de fenotipo de hipertension e hipotension.



Conclusiones

Con el modelo Booleano que integré moléculas e interacciones de los sistemas Renina-
Angiotensina (RAS), Calicreina-Cinina (KKS) e inflamacién, se pudieron recuperar los fe-
notipos de hipertension e hipotension/normotension, a través de los atractores resultantes.
Ademads, con las simulaciones de ganancia y pérdida de funcién, se pudieron identificar mo-
léculas claves que pueden llevar a la transicion de un fenotipo a otro, principalmente en el
sistema de RAS con moléculas como: ACE, Ang Il y AT1R que con ganancia de funcién
llevan al sistema a un atractor de hipertension, y al contrario, ACE2, Ang-(1-9) y AT2R tam-
bién con ganancia de funcién inducen al fenotipo de hipotension. Inclusive en el sistema
inflamatorio, citocinas como IFNy o NF«B derivan en un atractor de hipertension.

Con los andlisis de ganancia y pérdida de funcién se pudo observar que las moléculas per-
tenecientes al sistema de RAS tienen una mayor participacion en el cambio del fenotipo del
sistema a comparacion de las moléculas de KKS e inflamacién. También, en las simulaciones
de pérdida de funcién de Ang-(1-9) y Ang I, se obtuvieron resultados que reflejaban fenotipos
que no estaban reportados en literatura y por lo tanto se pueden considerar como predicciones
del modelo.

Ademas, fueron integradas algunas interacciones entre citocinas como TNFe, IL-6, IL-18,
asociadas a procesos de inflamacién en enfermedades como asma, autoinmunes, cardivascu-
lares, etc., y que hasta el momento no han sido descritas en procesos de presion sanguinea,
las cuales fueron consideradas como predicciones del modelo y ayudaron a representar cone-

xiones relevantes entre estos dos procesos inflamacién-hipotensién/hipertension. Con base en
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literatura, se observd que NEP tiene una funcion controversial dentro de la regulacién de la
presion sanguinea debido a su participacion tanto en el aumento, como en la disminucién de
la misma. Con las interacciones de NEP que fueron integradas al modelo, se logro observar
que tiene una participacion relevante en el atractor de hipotension, dando como resultado la
activacion del eje NEP-Ang-(1-7)-MasR. Con respecto a la activaciéon de ANP en el mismo
atractor, a pesar de la presencia de uno de sus inhibidores (NEP), se planteo la hipdtesis de
que esto depende de la activacion de dos reguladores positivos AT2R y MasR, este tltimo
resultado requiere ser validado experimentalmente.

Por otro lado, se pudo observar que durante la recopilacién de la informacion, hacen falta
profundizar en el estudio de reguladores para enzimas relevantes como son NEP o ACE,
quienes juegan un papel muy importante en la regulacion de la presion sanguinea.
Finalmente, este modelo contribuye con una aproximacién al estudio de la regulacién de
la presion sanguinea donde se integran componentes de RAS, KKS e inflamacién. Esta red
brinda una visién panordmica de este proceso fisioldgico, en la que se incluyen moléculas
claves que pueden ser consideradas como una etapa inicial, para que posteriormente pueda

usarse para la busqueda de blancos de estudio para la terapia en hipertension.
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Perspectivas

La integracion de esta red para el estudio de la presion sanguinea ofrece una base para que
se puedan integrar al modelo cualitativo situaciones de sefiales extracelulares. En particular
en lo que concierne al estilo de vida del paciente, sefiales tales como las que corresponden al
consumo excesivo de sal, la integracion de hormonas, entre otros. Esto permitiria indagar el
papel que tales sefiales poseen en la regulacion de la presion, asi como su contribucién en la
vias de sefializacion que llevan a la expresion de la enzima ACE2 (dado que esta la podemos
encontrar como receptor y como enzima que participa en las vias de RAS y KKS).

Para concluir este reporte a continuacidn se resumen algunos puntos de mejora y propuestas:

- Considerar la activacion constitutiva de BIR y B2R, e integrar aquellas moléculas que

cooperan con el receptor B2 para la activacion de PGE.

- Incluir sefiales externas como es el caso de hormonas, sal, entre otros que cooperan
con las vias de sefializacion e inclusive integrar otros sistemas tales como; obesidad y

estrés, que también se han relacionado con la regulacion de la presiéon sanguinea.

- Realizar un andlisis de estocasticidad en el que se evalien las proporciones de los
fenotipos (hipertension e hipotensién/normotension) principalmente en aquellas simu-

laciones de pérdida y ganancia de funcién donde se mantuvieron ambos fenotipos.

- Simular mutaciones multiples simultdneas para evaluar el comportamiento del sistema

ante estas perturbaciones.
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- Validar aquellas predicciones de relevancia que fueron encontradas en el modelo: como
el caso de ANP que puede ser expresado con AT2R y MasR atn con la presencia de

NEP.
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Anexo

11.1. Cédigo para generar la dinamica de la red.

11.1.1. Funciones

El presente cédigo fue generado en base a lo reportado en la tesis titulada; Acople de redes
de regulacion de la diferenciacion y el ciclo celular : la raiz de Arabidopsis thaliana como
modelo (Arciniega, 2020). Finalmente, el c6digo utilizado para el presente estudio se puede
consultar a continuacién y puede ser revisado en la siguiente direccion: https://github.com/
cxro-cc/red_ras_kKks:

library (BoolNet)

library (BoolNetPerturb)

library (tidyverse)

library (erer)

# Para cargar la red y las etiquetas

data_net <- function (network, labels) {
bool net <- loadNetwork (file = network)
bool_labels <- as.data.frame(read.csv(file = labels, header = TRUE))
net_data <- list (network = bool_net, labels = bool_labels)

return (net_data) }

# Para obtener atractores (etiquetados), predeterminada para

# evaluar la red en estado asincrono. Se pueden colocar nodos con
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10 # mutaciones de perdida o ganancia de funcion

11 attractors <- function (bool_net, labels_net, type = "asynchronous",
12 states = 100, geneON = NULL, geneOFF = NULL)
13

14 net_attr <- getAttractors(network = bool_net,

15 type = type,

16 startStates = states,
17 genesON = c (geneON),

18 genesOFF = c (geneOFF))
19

20 #Etiquetado de cada atractor obtenido

21 labelsObj <- BoolNetPerturb::labelAttractors(attr = net_attr,
2 label.rules = labels_net)

23 #Conversion de atractores a dataframe

24 labeled attr <- attractorsTolLaTeX (net_attr)

25 labeled attr <- as.data.frame(labeled_attr)

27 # Se pueden encontrar diferentes atractores y

28 # por tanto diferentes reglas de etiquetado

29 ## Atractores completamente caoticos/complejos ———-—
30 if (ncol (labeled_attr) == 0) {

31 labeled_attr <- c("complex attractor ")

3 ## Atractores con estados estables y un atractor caotico ———-

33 } else if (ncol (labeled_attr)!= length(labelsObj)) {

34 print (pastel ("complex attractor ", geneON, geneOFF ) )

35 # Cambio en el nombre de las columnas omitiendo a los atractores
caoticos

36 colnames (labeled_attr) <- labelsObj[l:length(labeled_attr) ]

37 ## Atractores con estados estables ————
38 } else if (ncol (labeled_attr)== length(labelsOb7j)) {
39 colnames (labeled_attr) <- labelsObj

40 }

41 return (labeled_attr) }

42

4 # Para obtener los mutantes

4 # funcion attractors para cada uno de los nodos

{
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11. ANEXO

#
#
#
#
#
#
#
#
#

y el resultado lo guarda en una lista
UP_REG = TRUE evalua las mutantes de sobre expresion
DOWN_REG = TRUE evalua las mutantes de perdida de funcion
set_gene = nombre del gen que se quiere evaluar como constitutivo
o perdida de funcion entre comillas
gene_value = valor del gen evaluado en set_value,
este valor tiene que ser 0 o 1.
0 = perdida de funcion

1 = ganancia de funcion

mutants <- function (bool_net, labels_net, UP_REG = FALSE, DOWN_REG =

FALSE,
set_gene = NULL, gene_value = NULL, states = 100)
bool_net <- fixGenes (network = bool_net,
fixIndices = set_gene,
values = gene_value)
if (UP_REG == TRUE) {
mut <- lapply (X = bool_netS$Sgenes,
function (x) attractors(bool_net = bool_net,
geneON = x,
labels_net = labels_net,
states = states))
names (mut) <- paste ("UP", bool_netSgenes, sep = "_")
} else if (DOWN_REG == TRUE) {
mut <- lapply (X = bool_netSgenes,
function (x) attractors(bool_net = bool_net,
geneOFF = x,
labels_net = labels_net,
states = states))
names (mut) <- paste("DW", bool_net$Sgenes, sep = "_")
}

return (mut) }

11.1.2. Datos
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Los datos que se utilizaron para poder correr esta red son: el archivo de las funciones légicas

en formato .zxt:



S}

11. ANEXO
targets, factors
ACE, NFKB & !Angl7
ACE2, (IFNa & !AT1R) | (AT2R & ! ATI1R)
Aldosterone, ATl1R & !ANP
Angl7, (Angl9 & ACE) | (ACE2 & AngII) |
Angl9, AngI & ACE2
AngI, Renin
AngII, Angl & ACE & !NEP
ANP, (!NEP & !'ATIR & AT2R) | (!NEP &
) | (!AT1IR & AT2R & MasR)
AT1R, AngII
AT2R, Angl9 | AngII
BDKRB1, (IL1B & TNFa & NFKB) | desArg9BK
; BDKRB2, Bradykinin
Bradykinin, KLKB1 & !ACE
CPN, CPN
desArg9BK, Bradykinin & CPN & !ACE2
IFNa, !IL10
IFNG, (IL12 & IL1B) | (ATIR & !'IL10)
IL10, (TNFa & !'IFNG) | (AT2R & !IFNG)
IL12, (BDKRB2 & !IL10) | AngII
IL1B, AT1R & NFKB
» IL6, ATIR & !MasR
; KLKB1, PRCP
MasR, Angl7
NEP, IL1B & !IFNG
NFKB, (IL6 & !'IL10) | (BDKRB1 & !IL10) |
IL10) | (ATIR & !'IL10)
PGE2, BDKRB1 | BDKRB2
PRCP, AT2R
Renin, Renin
TNFa, !TL10 & ATI1R

Y el archivo de las etiquetas en formato .csv:

labels, rules

Hiper, (ACE & AT1R & BDKRB1) | (ACE & AT1R)

!AT1IR & MasR) |

(IL1IB &
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(NEP & AngI)

(!NEP & AT2R & MasR

!'TL10) | (TNFa & !

(ACE & AT1R & AngII & IFNG
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& BDKRB1)
Hipo, ((ACE2 & AT2R & IL10 & BDKRB2) & ( AngII | Angl9) & ! AT1R) | (

MasR & Angl7)

11.1.3. Cédigo

Con las funciones anteriores, las librerias y los datos ya guardados se puede correr el siguiente
cddigo, en el cual ya se guardaron los datos de las reglas como reglas_ras.txt y las etiquetas
como labels_ras.csv. Con esto obtenemos los atractores ya etiquetados y la lista de atractores
con cada una de las mutaciones de pérdida y ganancia de funcion para cada nodo, datos que

pueden ser guardados en formato .csv con el comando que estd comentado.

red <- data_net ("reglas_ras.txt", "labels_ras.csv")

atractores <- attractors(bool_net = redSnetwork, labels _net = red$labels,
type = "asynchronous", states = 10000,
geneON = c("Renin", "CPN"))

atractores

mutantes <- mutants (bool_net = redSnetwork, labels net = red$Slabels,

UP_REG = TRUE, set_gene = c("Renin", "CPN"),

gene_value = c(1,1), states = 10000)

#write.csv (mutantes, file = "mutantes_up_nvo.csv", row.names = TRUE)

mutantes_d <- mutants (bool_net = redS$Snetwork, labels_net = redS$labels,

DOWN_REG = TRUE, set_gene = c("Renin", "CPN"),

gene_value = c(1,1), states = 10000)

#fwrite.csv (mutantes_d, file = "mutantes_down_nvo.csv", row.names = T)
4 4
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Anexo 2: Articulo publicado por este

proyecto

EPiC Series in Computing EPiC
Computing

Volume 92, 2023, Pages 25-34

Proceedings of International Conference on Bioinfor- m
matics and Computational Biology (BICOB-2023) (‘\

Uncovering the interplay between hypertension and the
inflammatory response for the patient affected by
COVID-19 via mathematical modeling and computer-based
analysis

Rosario Pacheco-Marin!, Ca.ro]ina; Caballero-Cordero?, J orge Arturo
Arciniega-Gonzélez®, Elena R. Alvarez-Buylla?, and Juan Carlos
Martinez-Garcia®

Figura 12.1: Portada de articulo en Epic Series Computing

Parte de este trabajo fue aceptado en enero del 2023 por; International Conference on Bio-
informatics and Computational Biology (BICOB 2023). Disponible en https://doi.org/10.
29007/b5v4
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