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Resumen

A través de los afos, en el estudio del desarrollo embrionario, se han encontrado diferentes
tipos de plasticidad celular (CP) y también cuando se han producido lesiones o dafios en las células.
Recientemente, se ha descubierto que un tipo particular de CP se puede encontrar en las células
endoteliales de alguna infeccion viral, como el virus del dengue (DENV). Esta infeccion provoca
una Disfuncion Endotelial (EndDys) caracterizada por un cambio en el fenotipo celular (endotelial
a mesenquimal) Transition- EndMT), aumento de la permeabilidad vascular y baja expresion de
algunas moléculas como la E-cadherina.

Dado que EndDys puede estar involucrado en varios procesos fisiologicos, tales como, mal
funcionamiento cardiovascular, cardiopatia congeénita, fibrosis sistémica y organica, pulmonar
hipertension arterial y aterosclerosis, su extraccién promete aplicaciones potenciales en medicina
regenerativa. Por lo tanto, el modelado de los componentes moleculares y sus interacciones son
necesarias para comprender y dilucidar la estructura y dindmica de los fenédmenos EndDys
causados por DENV como un nuevo tipo de CP.

Con este fin, se presenta un modelo de red booleano de las moléculas implicadas en EndDys
obtenidas a partir de un estudio bibliométrico sobre varias bases de datos. Se realiz6 el metanalisis
y revision sistematica en repositorios de PubMed, Scopus, CORE, GitHub y GitLab y se
encontraron 79.531 trabajos, resultando en 393 articulos seleccionados. De estos documentos, sélo
33 estudios fueron extraidos utilizando criterios de exclusiéon y filtros para ecuaciones de
busqueda. En estos 33 articulos, encontramos 54 moléculas relacionadas con fenémenos CP

generaron 128 interacciones.

Se encontraron las rutas de sefializacion de VEGF, la cual esta involucrada en la activacion

de EC durante la remodelacion vascular. Por lo general, durante la angiogénesis, VEGFA se une
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a un homodimero VEGFR2 y activa la sefializacién de otras moléculas. Por otra parte, la
sefializacion de RhoA mediada por el receptor Tie-2 por Ang-1 da como resultado la activacién de
Racl, que inactiva RhoA. El Racl activado promueve la acumulacion de VE-Cadherina en las
uniones inter-endoteliales, mientras que la inactivacion de RhoA previene la formacion de fibras
de estrés de actina y juntas conducen a la estabilizacion de la barrera endotelial. Por dltimo, la
actividad de SNAI1, SNAI2 son necesarias para la diferenciacién de células mesenquimales,
ademas, es importante tener en cuenta que el factor de transcripcion GATAZ2 esté4 involucrado en
la dindmica de la regulacion de la identidad de las CE, ademaés la perdida de esta misma induce en
EndMT. La activacion de GATAZ en las células endoteliales activa la transcripcion de Vegfr2,

Nrply el propio GATA2.

Nuestro modelado constituye un marco tedrico que incorpora los datos publicos de los
resultados experimentales, es decir, un resumen del estado actual del tema en cuestion, permitiendo
el analisis computacional. Al mismo tiempo, nuestro modelo puede generar algunas hipotesis y
orientar investigacién empirica para entender el marco regulatorio de los mecanismos de CP

cuando DENYV estd involucrado.
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Introduccion

La plasticidad celular es considerada como una de las caracteristicas méas distintivas de los
organismos multicelulares, se define como la capacidad que tiene las células con igual informacion
genética (genotipo) de poder diferenciarse en distintos tipos celulares con fenotipos especificos
para formar tejidos en la embriogénesis y organogénesis. Mientras que otras células especializadas
del mismo organismo se des-diferencian en fenotipos menos especificos (Prince et al,, 2017). Este
fendmeno ha sido de vital importancia en la medicina regenerativa, ya que las células madres
presentan mayor potencial de plasticidad celular y alta capacidad de reprogramacion

A través de los afios se han encontrados diferentes clases de plasticidad celular que ocurren
en el desarrollo embrionario y cuando existen lesiones o dafios celulares. Actualmente se ha
encontrado que las infecciones virales inducen una plasticidad celular especial en las células
endoteliales, causando una disfuncionalidad en la barrera endotelial caracterizado por la presencia
de un fenotipo alterado, un aumento en la permeabilidad vascular y la disminucién de expresion
de moléculas como la e-cadherina (Lee et al., 2011).

En la infeccion del virus del dengue (DENV) especificamente, se ha evidenciado en
experimentos in vitro que células endoteliales expuestas a medios condicionados por la infeccion
previa del DENV cambian fenotipicamente, migran y presentan una expresion diferencial de
microRNAs; es decir el DENV en las células endoteliales induce remodelamiento microvascular
y otros procesos bioldgicos compatibles con el fendbmeno conocido como Transicion endotelial-

mesenquimal o EndMT por sus siglas en inglés (Alvarez Diaz et al., 2019).
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La EndMT en dengue solo ha sido estudiada a nivel de moléculas individuales y aspectos
fenotipicos, sin embargo, para tener un mayor entendimiento de la dindmica y los estados del
fendmeno se le debe considerar como un sistema complejo, es decir, pasar de las moléculas
individuales a rutas interconectadas. En este sentido, el enfoque holistico de la biologia de sistemas
permitir llevar més alld la compresion del proceso biolégico de EndMT en dengue, empleando
herramientas teoricas, modelado y ciencias de la computacion. Modelos teoricos recientes de
EndMT, como el propuesto por Nathan Weinstein representan de manera amplia la red de
regulacion molecular de EndMT, no obstante, los mecanismos dindmicos integrados en en EndMT
inducido por el virus del dengue ain no se comprenden bien (Weinstein et al., 2020).

Por esta razon este proyecto de investigacion se propuso explicar el fendmeno de
plasticidad de las células endoteliales inducida por el virus del dengue desde su abstraccion
computacional como un sistema complejo de redes de regulacion génica. Este proyecto hizo parte
de dos macro-proyectos en los que se busca una mayor claridad sobre los diversos estados que se
estarian presentando entre el fenotipo endotelial, el mesenquimatoso, inducidos por medios
condicionados por infeccion DENV. Asi mismo tenia el propdsito de obtener datos cientificos
sobre el potencial mutacional que tienen los medicamentos antivirales permitiendo dar un giro al
tratamiento actual de la enfermedad en el que se considera que la causa principal de la disfuncién
endotelial en infecciones virales es una tormenta de citoquinas y pasar a una nueva vision en el
que se plantea que la disfuncion endotelial podria estar siendo causada por un fenémeno de
plasticidad celular. De tal manera que los objetivos aqui planteados se alinean con lo que se
pretende ejecutar en los macro-proyectos, desarrollando un modelo matematico-computacional
alimentado con datos tedricos y experimentales de la plasticidad celular inducida por el virus del

dengue.
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1. Objetivos

1.1.  Objetivo General
Explicar el fendmeno de plasticidad de las células endoteliales inducida por el virus del
dengue desde su abstraccién computacional como un sistema complejo de redes de regulacion

génica.

1.2.  Objetivos especificos

En cuanto al fenémeno de plasticidad de las células endoteliales inducida por el virus de
dengue desde su modelado computacional como un sistema de redes de regulacién génica esta
propuesta pretende especificamente.
1. Caracterizar los elementos claves que interacttan funcionalmente y que han sido reportados

en la literatura

2. Establecer las interacciones relevantes de los elementos claves, que determinan la dindmica
del sistema.
3. Evaluar las caracteristicas topolégicas y las propiedades dinamicas emergentes del modelo

de la red molecular resultante
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2. Marco Teorico y Estado del Arte

2.1. El Endotelio

Las células endoteliales forman dentro del sistema vascular de un ser humano todo un
6rgano que trabaja sincronicamente con la pared vascular y la adventicia, dicho 6rgano tiene
diversas particularidades en la anatomia humana, por ejemplo, pesa aproximadamente 2Kg y su
superficie alcanza los 1500m2, casi el area de una cancha de tenis, regula el flujo sanguineo de
casi 7500 litros diarios y permite la salida de un 0,05% de liquidos hacia los tejidos vecinos
(Fourcade, 2008). Sus funciones han permitido catalogarlo como un érgano dinamico, heterogéneo
y diseminado que tiene funciones secretoras, sintéticas, metabdlicas e inmunoldgicas, y cuya
alteracion es determinante en el curso de algunas enfermedades (Duboscq, 2017).

El endotelio como drgano se constituye como como una monocapa que separa los tejidos
de la sangre, la cual actia como una barrera selectiva que controla el movimiento de fluidos, iones
y otras macromoléculas entre la circulacion sanguinea y los tejidos adyacentes por medio de la
regulacién de los complejos de union entre las células endoteliales (Carvajal, 2017). Las células
endoteliales tienen una multitud de funciones que son especificas dependiendo de su localizacion,
esto quiere decir que estas células son heterogéneas a nivel morfologico, expresion génica y
composicién antigénica, ya que los fenotipos endoteliales varian entre diferentes 6rganos, entre
diferentes segmentos del lecho vascular dentro de un mismo érgano y entre CEs vecinas de un
mismo 6rgano. (Carvajal, 2017). Dentro de sus funciones se incluyen el control del trafico celular,
la regulacién del tono vasomotor, el mantenimiento de la fluidez de la sangre, el crecimiento de

nuevos vasos sanguineos y el papel crucial en la homeostasis vascular (Duboscq, 2017).
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Ahora bien, este trabajo de investigacion se realiza con especial enfoque en las células
endoteliales las cuales son las formadoras y precursoras de dicho 6rgano, estas células tienen la
capacidad de adaptar su estado funcional a estimulos diversos y de alli surge la posibilidad de
cubrir muchas funciones especializadas. A su vez, las CE son capaces de detectar y adaptarse a
cambios tanto de tipo fisico, relacionados con el estrés mecéanico producido por el flujo sanguineo,
la presion arterial o la distension de la pared, como de tipo quimico, debidos a la liberacion de
sustancias por parte de las células sanguineas o de los tejidos, es especificamente esta caracteristica
la que les permite a las CE mantener la homeostasis vascular (Badimdn y Martinez, 2002).

2.2.  Células Mesenquimales

Son un conjunto de células que pueden ser aisladas de diferentes fuentes: médula dsea,
sangre de cordon umbilical, tejido adiposo, pancreas, higado, musculo esquelético, dermis,
membrana sinovial y pulpa dental; las cuales estan catalogadas como células adultas multipotentes
con morfologia fibroblastoide y plasticidad hacia diversos linajes celulares (Socarras, 2013). Por
consiguiente, estas células tienen la particularidad de generar una variedad de tejidos
mesenquimatosos especializados que incluyen hueso, cartilago, musculo, estroma de médula,
tenddn, ligamento, grasa y una variedad de otros tejidos conectivos (Caplan, 1994), esta
particularidad de diferenciacion celular tiene un impacto en el estado general de salud de las
personas al controlar la capacidad del cuerpo para remodelar, reparar y, a demanda, rejuvenecer
varios tejidos (Wang, et al., 2013).

Este conjunto de células ha estado sometido a diversos estudios, las investigaciones clinicas
en humanos se han centrado en aplicaciones de este tipo de células en la reparacion de tejidos
usando administracion a nivel celular. Por ejemplo, durante procedimientos clinicos que buscaban

la regeneracion de tejido 60seo, se llevo a cabo una exitosa la aplicacion de dichas células
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mesenquimales a través vehiculos porosos de fosfato de calcio (Bruder et al., 1994). También es
posible aprovechar sus particularidades en la reparacion de los tejidos cartilaginosos, fueron
aplicadas en sustrato de acido hialuronico, el cual funciona como biomaterial para las celulas
mesenquimales; dicho tratamiento ha generado buenos resultados en ensayos clinicos (Solchaga
et al., 1999). Finalmente estan los estudios en regeneracion de tejidos musculares, las células
mesenquimales se fusionan con los miotubos del huésped y forman fibras musculares funcionales
(Shake et al., 2002).

Sin embargo, la presencia de células mesenquimales no siempre se relaciona con procesos
beneficiosos para el para el organismo humano, es decir, en procesos como las transiciones de
células epiteliales (EMT) y endoteliales (EndMT) a mesenquimales los resultados llegan a ser
adversos. Estas diferenciaciones dan lugar a varios linajes que incluyen fibroblastos,
miofibroblastos, células murales, osteoblastos, condrocitos y adipocitos, pero, también ha sido
posible identificar patrones en sistemas de desarrollo cardiaco, fibrosis, nefropatia diabética,
osificacion heterotopica y cancer (Medici y Kalluri, 2012).

2.3. Plasticidad y Diferenciacion Celular

Para definir y tener un concepto claro acerca de este fenGmeno es necesario remontarse al
término de diferenciacion celular, el cual se establece como un problema bioldgico con relacion
genética, que resulta ser un proceso por el cual una sola célula totipotente (cigoto) da lugar a un
organismo multicelular constituido por varios tipos celulares especializados para llevar a cabo
diversas funciones que son esenciales para la sobrevivencia del organismo (Kuri y Castro, 1987).
Toda la variedad de células que posee una especie comparten un mismo genoma, es decir, el mismo
conjunto de genes que pueden expresarse para dar lugar al fenotipo del organismo (Alberts et al.,

2003). Tomando como base dicho término (diferenciacion) es posible comprender de mejor
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manera la capacidad que tienen las celulas para asumir las caracteristicas (fenotipo) de otras células
en un organismo, la cual es llamada plasticidad celular (Prince et al., 2017).

Retomando el tema referente a la diferenciacion celular, Kuri y Castro en su trabajo de
1987 hacen especial énfasis en la embriogénesis como una etapa en la que se llevan a cabo la
mayor parte de los procesos del desarrollo, asi como en las etapas posteriores al nacimiento. Es en
esta etapa embrionaria donde segun los autores convergen tres procesos fundamentales en el
desarrollo, los cuales son la morfogénesis, la diferenciacion celular y el crecimiento (Kuri y Castro,
1987). Definen finalmente la diferenciacion celular como el proceso por el cual se generan la
presencia de diversos fenotipos en células que tienen el mismo genotipo y que pertenecen a un
organismo multicelular. Dichos fenotipos celulares poseen caracteristicas estructurales y
funcionales los hacen diferentes de células vivientes en que no son esenciales para el
mantenimiento de la vida celular (Kuri y Castro, 1987).

Helen Blau en su trabajo del afio 1985 encontr6 una evidencia propia de lo que se considera
plasticidad celular, su investigacidn estuvo basada en experimentos en los que células musculares
fueron fusionadas con otras no musculares, evidenciando que en estas Ultimas existia una
expresion de genes tipicos de musculos. Sin embargo, esta investigacion era iniciada con una
relacion mas estrecha en lo que respecta a la diferenciacion celular, ya que esta autora consideraba
que el proceso de la célula madre hacia el fenotipo tejido especifico estaba determinado hacia la
especializacion por una ruta especifica y en la discusion de los resultados le fue posible determinar
que la expresion de genes en los nucleos de células diferenciadas es marcadamente plastico y
susceptible a modulacion por sefiales del citoplasma. (Blau, et al., 1985), es decir, asi como las

células madre pueden ser precursoras de celulas con funciones especializadas determinadas
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inicialmente, estas células especializadas tienen la capacidad de adaptarse segun los
requerimientos del sistema en el cual se desarrollen.

Otros autores mas actuales como Tata y Rajagopal en el afio 2016 realizaron toda una
evolucion del concepto de plasticidad celular a través de otros experimentos, € inician su estudio
haciendo alusién a la regeneracion de tejidos dafiados por lesiones tisulares, fenébmeno que se
relacionaba al funcionamiento de mecanismos homeostaticos que permiten la regeneracion de
dichos tejidos, explicandolo por medio de la replicacion de células madre / progenitoras adultas y
su posterior diferenciacion o mediante la replicacion de células maduras diferenciadas. Es decir,
dichos mecanismos supuestamente obedecian a jerarquias de linaje definidas, pero estos autores
aseguran que cada vez es mas claro que las jerarquias de linaje direccional clasico no definen todos
los caminos fisiologicamente relevantes que puede recorrer una célula en regeneracion (Tata y
Rajagopal, 2016).

Finalmente, en este estudio se concluye que existe una contribucion de la plasticidad
celular a través de desdiferenciacion, transdiferenciacion y transdeterminacion in vivo, en la
regeneracion de tejidos lesionados y responden ante situaciones donde se involucran infecciones,
alérgenos o lesiones toxicas. Pero, estos autores dan un aporte que permite adentrarse en el
planteamiento del problema de este trabajo de investigacién, ya que estos aseguran que los tejidos
tienden a mantener los tipos y nimeros celulares adecuados durante la homeostasis, pero cuando
la plasticidad no se da dentro de casos que realmente lo necesite el organismo es probable que ésta
contribuya a la patologia en estadios de enfermedad donde se evita la respuesta regenerativa

normal (Tata y Rajagopal, 2016).
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2.4.  Disfunciéon Endotelial

Como bien se mencionado previamente el endotelio cumple diversas funciones que hacen
de él un 6rgano Unico, una de ellas es la relacionada a la homeostasis vascular la cual funciona
como un proceso que mantiene el equilibrio a través de la regulacion y mantencién de las
condiciones internas del sistema circulatorio respecto a los cambios externos. En lo que respecta a
la homeostasis vascular estos cambios externos son provocados por distintos factores
hemodindmicos (p.ej. presion y fuerzas de rozamiento) y hormonales (p.ej sustancias vasoactivas,
asi como mediadores que se producen en las células sanguineas y plaquetas), la funcion del
endotelio es precisamente detectar estos cambios y sintetiza y libera sustancias biol6gicamente
activas que mantienen este equilibrio (Verdejo, 2006).

Otra de sus funciones primordiales consiste en el control del tono vascular, el cual esta
regulado por la produccién y liberacion de varios factores dilatadores y constrictores. Cuando se
trata de dilatacion el factor mas importante es el NO (Oxido Nitrico), el cual también influye en
muchos de los efectos vasoprotectores del endotelio normal (Verdejo, 2006).

Segun esta informacion es posible determinar que la disfuncion endotelial se considera a
la presencia de un fenotipo endotelial alterado que produce un incremento de la permeabilidad
vascular y, lo predispone a la agregacion plaquetaria, la trombosis, la inflamacion, y a la
vasoconstriccion (Badimoén y Martinez, 2002), a esta condicién se le suma estrés oxidativo
aumentado, expresion aumentada de factores protromboéticos y proinflamatorios y una
vasorreactividad aumentada (Carvajal, 2017). Es decir, en condiciones normales hay un balance
entre las sustancias con propiedades vasodilatadoras, antitrombogénicas, antimitogénicas y las
sustancias con propiedades protromboticas, proliferativas, vasoconstrictoras. Por el contrario,

durante una disfuncion endotelial hay un desbalance de estas propiedades y prevalece un estado
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vasoconstrictor, proinflamatorio, prooxidante protrombotico o pro-coagulante y con caracteristicas
de adhesion provascular (Thosar et al., 2012; Mudau et al., 2012).

Finalmente cabe resaltar que esta disfuncion puede contribuir en el desarrollo de otros
desordenes vasculares, enfermedades cronicas o aterosclerosis ya que puede ser vista como una
condicion sistémica asociada a la mayoria de los factores de riesgo cardiovascular y se observa en
varias formas clinicas de enfermedades cardiovasculares (Flammer et al., 2012). Teniendo en
cuenta esta particularidad es posible dar inicio a una relacion con los cuadros clinicos presentados
por el Dengue Hemorrégico, por ejemplo, Yau, Teoh y Verma en su trabajo del afio 2015 aseguran
que en el estado de disfuncion endotelial las celulas endoteliales activadas participan en la
activacion de la trombina a través de la expresion de factores procoagulantes que contribuyen tanto
a la iniciacion como a la generacion de trombina (Yau, Teoh y Verma, 2015) por lo tanto a través
de la alteracion de la produccion de NO los estimulos aterogénicos perturban profundamente la
homeostasis vascular y potencian el desarrollo de lesiones ateroscleréticas (Badimon y Martinez,
2002). Esto guarda relacién con el virus del dengue a razén de que las hemorragias producidas por
dicho virus son el producto de las lesiones en el endotelio vascular, de la trombocitopenia, de la
disfuncion de las plaquetas y de la alteracion de los factores de coagulacion (Pizarro, 2009).

2.5.  Transicién Endotelial — Mesenquimal

Esta transicion es considerada como un proceso embrionario fisioldgico que inicialmente
da lugar a la formacidn completa del corazdn, el cual necesita de este para poder generar y madurar
el colchdn endocardico que conduce a la formacion de los tabiques y las valvulas. Cabe resaltar
que en el momento en el que este proceso sufre alguna regulacion defectuosa desencadena
fisiopatologias relacionadas a malformaciones cardiovasculares, cardiopatia congénita, fibrosis

sistémica y organica, hipertension arterial pulmonar y aterosclerosis (Weinstein et al., 2020). La
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conversion de celulas endoteliales en células mesenquimales durante EndMT, no contempla un
cambio permanente entre dos fenotipos de diferenciacion celular sino se considera como un
proceso de transicion flexible y temporal en el que las células evolucionan a través de un espectro
de fases intermedias (Welch-Reardon et al., 2015).

Este proceso de transicion se caracteriza por profundos cambios morfoldgicos, funcionales
y moleculares en el fenotipo de las células endoteliales. Los cambios morfoldgicos surten efecto
debido a las alteraciones en la polaridad celular y a la notable reestructuracién del citoesqueleto
(Piera y Jiménez, 2019). Durante este proceso los marcadores de las células endoteliales como la
cadherina VE, CD31, TIE1, TIE2, factor Von Willebrand (VWF) y citoqueratinas son reprimidos
mientras que la expresion de marcadores de células mesenquimales como a- la actina del mdsculo
liso (a-SMA) y la calponina mejoran (Medici y Kalluri, 2012) por consiguiente, a nivel molecular,
las células endoteliales inician la expresion de genes especificos de células mesenquimatosas y la
produccidn de sus proteinas correspondientes (Piera y Jiménez, 2019), por lo tanto se genera una
pérdida de caracteristicas endoteliales como la antitrombogenicidad y la capacidad de germinacion
angiogenica (Krenning et al., 2016). Estos cambios en la expresion de genes y proteinas hacen que
las células endoteliales pierdan su adhesion y estimulan alteraciones en la composicién y
organizacion del citoesqueleto para inducir un cambio sorprendente en la morfologia celular que
forma células alargadas en forma de huso. Estas células mesenquimales recién formadas son

altamente invasivas y migratorias (Medici y Kalluri, 2019).

Figura 1.

Cambios en las caracteristicas celulares durante EndMT.
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Endothelial Cells Mesenchymal Cells
- Apical/basal polarity - Front-end/back-end polarity
- Adhesive - Lose adhesion
- Non-migratory - Invasive and migratory
- Express endothelial markers: - Express mesenchymal markers:
- VE-cadherin - FSP-1
- CD31 - a-SMA
- TIE1 - N-cadherin
- TIE2 - Vimentin
- VWF - Fibronectin
- Cytokeratins - Type | and Type lll collagen
- Type IV collagen - MMP-2 and MMP-9

Nota. Tomado de Medici, D. y Kalluri, R. (2012). Endothelial-mesenchymal transition and its contribution

to the emergence of stem cell phenotype. Seminars in Cancer Biology, 22, p. 379 — 384.

Entre los factores de estimulo para la generacion de este proceso EndMT se destaca el
factor de crecimiento transformante beta (TGF-B) / familia de factores de crecimiento de la
proteina morfogenética 6sea (BMP). Este factor de crecimiento transformante beta posee tres
isoformas (TGF-1-B 1, TGFB 2 y TGFp 3) de las cuales se ha demostrado que inducen EMT (otro
fendmeno de transicion que involucra células epiteliales). Sin embargo, el EndMT aparece para
ser estimulado principalmente por la isoforma TGF- B2 (Medici y Kalluri, 2012).

La activacion de estos factores de crecimiento transformante beta (TGF-B) se da a través
de una sefializacion canonica en las células endoteliales por medio del receptor de TGFp tipo 11
(TGF B2) que activa el receptor de TGFp tipo I Activinasa — Quinasa (ALK) 5, activando Smad2/3
regulado por el receptor, y conduce a la inhibicion de la célula proliferacion e induccion de EndMT

(Krenning, 2016). Este autor también describe la activacion del TGF-f a través de una sefializacion



PLASTICIDAD CELULAS ENDOTELIALES

no candnica la cual consiste en la activacion de las vias de sefializacion ERK1/2 y p38 MAPK y

la induccion en cascada del factor de transcripcion mesenquimatoso Snail,

proinflamatorias, como IL1B y TNFa, se sinergizan con TGFp en la induccién de EndMT y

ademas la molécula IL1p y TNFa inducen la expresion de Snail y Slug, dos factores fundamentales

factores de transcripcion en EndMT.

Figura 2.

Representacion gréafica de las activaciones canonicas y no canonicas del factor de crecimiento
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celulares especificos. Estas vias moleculares incluyen la sefializacion Notch, la via Wnt candnica,
asi como otros mecanismos reguladores importantes mediados por las citoquinas y otros
mediadores inflamatorios, caveolina-1 (CAV1), endotelina-1 (ET-1), el factor inducible de
hipoxia. (HIF) -1 via inducida por hipoxia, y la respuesta al estrés oxidativo. (Fig 5). Otras
moléculas como factores de crecimiento derivados de plaquetas PDGFAA y PDGFBB también
tienen un rol en la regulacion de EndMT (Piera y Jiménez, 2019).

2.6.  Antecedentes de Modelos en EMT y EndMT

Las células del endotelio suelen ser similares en morfologia a las células epiteliales, por
sus formas aplanadas y porque justamente este tipo de células también sufren procesos de
transicion a células de tipo mesenquimal. Ambos tipos de transiciones han sido estudiados para
determinar su impacto dentro de diversas enfermedades (EMT y EndMT). La transicion tipo EMT
funciona de manera muy similar a la EndMT, se describe como un proceso que involucra cambios
como la pérdida de la polaridad celular, adquisicion de una capacidad migratoria, capacidad
invasora, resistencia a la apoptosis y aumento en la produccion de componentes de la matriz
extracelular. Estos procesos se desarrollan como la consecuencia de la activacion y represion de
genes involucrados con rutas de sefializacion especificas relacionadas con este evento (Troncoso
etal., 2017).

En los estudios realizados por Piera y Jiménez en el afio 2019, se hace una revision de
diferentes patologias en las que se relacionan estos procesos de transicion. Se hace alusion a
investigaciones de la ocurrencia de EndMT in vitro usando células endoteliales humanas
provenientes de diferentes drganos. Dentro de los estudios que tuvieron en cuenta los autores estan
los de Zeisberg et al., (2007) el cual mostré que las células endoteliales de la arteria coronaria

humana cuando se pasaron in vitro y se cultivaron con TGF-1 se volvieron alargadas con formas
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de huso y perdieron sus marcadores moleculares de células endoteliales, adquiriendo
simultdneamente la capacidad de producir varias macromoléculas especificas de fibroblastos,
incluidas vimentina y Procolageno tipo I. estas macromoléculas son contribuyentes de
enfermedades relacionadas a la fibrosis la cual es prominente en las enfermedades renales como
el sindrome de Alport y la nefropatia diabética.

En lo que respecta al cancer las investigaciones arrojan que aproximadamente el 40% de
los fibroblastos asociados a la formacion de tejidos tumorales estan relacionados directamente con
el proceso de EndTM (Piera y Jiménez, 2019). Ya que ha demostrado que TGF-2-B induce la
transdiferenciacion mesenquimatosa de células endoteliales microvasculares humanas a células
similares a los fibroblastos asociados al cancer conocidos por sus siglas en inglés como CAF y
también esta comprobado que la estimulacion de TGF-2-p resulté en la activacion de MRTF, tal
interaccion inducida a la sobreexpresion de quinasa ligada a integrina (ILK), sugirieron un nuevo
eje ILK-MMP9-MRTF (Factor de Transcripcion Relacionado con la Miocardina) que parece ser
critico para el aumento de EndMT Células tipo CAF (Ciszewki, et al., 2017). Se ha sugerido que
los CAFs regulan la metastasis mediante la secrecién de citocinas como el TGF-1-f, que induce
EMT de las células cancerosas y se suma el fendémeno de la hipoxia como otra condicién en la cual
puede ocurrir la formacion de fibroblastos dependiente de EndMT (Medici y Kalluri, 2012).

2.7.  Patologias Vasculares por EndMT y el Dengue

Ahora bien, es necesario dar énfasis en los estudios de modelos de EndTM que estan
relacionados a patologias vasculares. Durante el desarrollo de este marco tedrico se especifico
cémo la disfuncion endotelial es también precursora de algunas de estas patologias, es en este
punto donde convergen las teorias y estudios revisados a fondo, ya que existe la posibilidad de

unir estos dos fendmenos como se revisara a continuacion.
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La disfuncion endotelial ha tenido pocos estudios que verifiquen la relacion que tiene dicha
patologia con los procesos de EndTM. Algunos de estos estudios arrojan resultados que indican
que los procesos de EndTM posiblemente afectan los compuestos que funcionan como proteccion
a las células endoteliales inhibiéndolos a través de las alteraciones provocadas por la EndTM, unos
de estos compuestos son las lipoproteinas de alta densidad (HDL), ApoAl y las estatinas. Este
concepto se examind directamente en células endoteliales adrticas humanas cultivadas, y los
resultados proporcionaron la primera evidencia in vitro de que HDL redujo EndMT inducida por
TGF-1-B, para la ApoAl la cual funciona como compuesto que permite la suspension de la
disfuncion endotelial inducida por TGF-1-B proporcionando un efecto protector para el EndMT
inducido por TGF-1-B (Spillman, et al., 2015), se observo que en el cultivo de células endoteliales
de la arteria coronaria humana que causan expresion elevada de marcadores fenotipicos especificos
de células endoteliales y una marcada reduccion de los niveles de expresion de Slug y Snail,
factores transcripcionales cruciales de EndMT (Feng, et al., 2017).

Esta patologia vinculada a la disfuncion de las células endoteliales es bastante comun en
las enfermedades causadas por virus tales como el dengue, conocido por sus siglas DENV.
Estudios recientes indican que también se replica en las células endoteliales y que las células
endoteliales infectadas con DENV pueden contribuir directamente a la viremia, la activacion
inmune, la permeabilidad vascular y el direccionamiento inmune del endotelio. Ademas, se ha
informado que la proteina viral no estructural 1 y los anticuerpos dirigidos contra esta proteina
secretada estan involucrados en disfuncion de las células endoteliales (Vervaeke et al., 2014).

Los estudios que se han hecho al respecto a través de evaluaciones de tejidos capilares en
la piel y biopsias mostraron que existe una distorsion marcada con la inflamacion de las células

endoteliales, pero no vasos excesivamente dafiados. Sin embargo, se encontré un aumento
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significativo en las CE circulantes en pacientes con sindrome de shock por dengue en comparacion
con pacientes con fiebre por dengue o fiebre por dengue hemorrégico. Los pacientes con DENV
positivo también tenian niveles elevados de molécula de adhesion celular soluble soluble-1
(sVCAM-1), molécula de adhesion intercelular soluble-1 (sICAM-1) y E-selectina soluble, que
junto con un mayor numero de CE circulantes en pacientes con DHF sugieren activacion y dafio

de la CE (Saphapong et al., 1980; Butthep et al., 2006; Cardier et al., 2006).

Figura 3.

Disfuncion endotelial en patologia DENV.
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Nota. Resultados de la infeccion por DENV de células dendriticas, monocitos / macréfagos y mastocitos
en viremia y en la produccion y secrecion de citocinas, quimiocinas y otros factores que pueden afectar la

integridad del endotelio.

La evidencia clinica también indica que la lesion de la CE La infeccion por dengue puede
estar asociada con cambios en los niveles plasmaticos de (anti) coagulacion y parametros de
fibrindlisis. Algunos de estos los factores se asociaron con la gravedad de la enfermedad, como
como trombomodulina soluble (sTM), que se encuentra a niveles mas altos en pacientes con DH /

DSS que en DF (Butthep et al., 2006).
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2.8.  Modelado y Simulacion
2.8.1. Redes Booleanas (RB)

Las redes booleanas (RB), son el modelo méas simple para representar redes regulatorias
génicas (Palma, 2015). El concepto de RB fue propuesto originalmente a finales de los 1960s por
Stuart Kauffman para modelar la regulacion génica a nivel celular.

Figura 4.

Ejemplo de red booleana de diferenciacion de células.

Patégenos intracelulares Bacterias extracelulares, fungi
Autoinmunidad

[

Parasitos extracelulares P

Alergia y asma Tolerancia inmune

Nota. Tomado de Martinez, M. (2011). Dindmica de la diferenciacion de células Th: modelacion con redes

booleanas. Departamento de Matemaéticas de la Facultad de Ciencias. Universidad Auténoma de México.



PLASTICIDAD CELULAS ENDOTELIALES 29

Una red booleana consiste en N nodos con estados que toman valores de 1 o 0 (Booleanos).
El estado de cada nodo es determinado por el nimero de interacciones (promedio) K. La estructura
de la red es determinada por los nodos interactuante la funcion de la red es dada por tablas de
actualizaciéon que determinan el estado futuro de cada nodo, en dependencia del estado de los
nodos con los que interactla. La estructura y funcion son inicialmente generadas de forma
aleatoria, y se mantienen fija en lo subsiguiente (Gersheson, 2004).

Dependiente de las diferentes propiedades estructurales y funcionales, las dinamicas de las
redes booleanas puede ser ordenadas, cadticas o criticas (compleja). Las dindmicas ordenadas son
caracteristicas de redes con nodos que cambian poco; el orden conduce a la robustez (Gershenson,
2004). Dindmicas cadticas son caracteristicas de redes con nodos de estados cambiantes, lo que
conduce a alta fragilidad. Dindmicas criticas (complejas) vienen del balance entre los regimenes
caoticos que dan variabilidad, con la robustez de regimenes ordenados.

Los modelos representados con redes booleanas permiten capturar la dindmica general de
sistemas cuyos estados son continuos (Rivera, 2013). A pesar de su simplicidad, las RB ellas
proveen un marco teorico en el cual diferentes fendmenos pueden ser reproducidos y estudiados.
2.8.2. Mineria de Datos

La “Data Mining” 6 mineria de datos, es una etapa dentro de un proceso mayor llamado
extraccion de conocimiento en bases de datos, el cual intenta obtener patrones o modelos a partir
de los datos recopilados. Decidir si los modelos obtenidos son Utiles o no suele requerir una
valoracion subjetiva por parte del usuario (Valcarcel, 2004). Otros autores pueden definir como
Data Mining como una reunién de ventajas de varias areas como la Estadistica, la Inteligencia
Artificial, la Computacion Grafica, las Bases de Datos y el Procesamiento Masivo, principalmente

usando como materia prima las bases de datos, es decir, es la integracion de un conjunto de areas
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que tienen como proposito la identificacion de un conocimiento obtenido a partir de las bases de
datos que aporten un sesgo hacia la toma de decision (Vallejos, 2006).

Finalmente, una definicion que habla del propdsito de la mineria de textos o de datos, es la
de Piedra, Ferrer y Gea en su trabajo investigativo del afio 2014, en el cual aseguran esta
metodologia retine un conjunto de técnicas informaticas que permiten el procesamiento de
informacion digital de forma automatizada. Esto permite no solo disponer de dicha informacion
en formato manejable, es decir, esta herramienta ayuda a gestionar gran cantidad de informacion,
extrayéndola de fuentes diversas mediante sistemas de procesamiento (filtrado y curado),
integrandola y permitiendo la generacion de nuevo conocimiento (Piedra et al. Gea, 2014).

La mineria de datos o de textos como es llamada también, tiene variedad de aplicaciones y
su versatilidad le ha permitido integrarse o participar en diferentes proyectos de investigacién de
disciplinas en las que se encuentra la biologia y la medicina. Esta metodologia esta constituida de
fases o0 etapas necesarias para que cumpla con su objetivo. Inicialmente se habla de un pre-
procesado, el cual elimina el exceso de documentos a analizar, seguido a esto se procede a realizar
un andlisis exploratorio de éstos para obtener informacién descriptiva de cada grupo y con ella, se
elabora un clasificador. Lo que se busca con este, es que, al proporcionarle un nuevo documento,
pueda determinar la carpeta en la que exista coincidencia con el documento y su texto. Estos
clasificadores se muestran a través de aplicaciones que funcionan con algun cddigo determinado
(Calvo, 2016).

Figura 5.

Métodos usados en la Mineria de Datos.
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A. Recuperacion de informacior B Extraccion de informacion

chronically exposed o developed increased

1

El primero corresponde a la Recuperacién de la informacion; la segunda Extraccion de la
informacidn, y por ultimo la Interpretacion de la informacidn que puede llevar consigo mas de una
hipétesis corroborada. En el paso de la extraccion de la informacion hay unas etapas mas profundas
aplicadas a la biologia y la medicina que constan de: 1) descomposicién de la informacion en
unidades basicas (p. €j., frases); 2) identificacion de las entidades bioldgicas, y 3) interpretacion
de las relaciones entre las entidades biologicas (Piedra et al., 2014).

La aplicacién multidisciplinaria de la Mineria de Datos/Textos ha sido observada en el
campo de la relacién Medicina — Biologia de sistemas, la cual esta vinculada estrechamente al
estudio de las enfermedades es asi como es necesario conectar adecuadamente el conocimiento
existente en areas diversas de la ciencia, con el fin de aflorar nuevas propiedades e hipétesis no

evidenciables a partir de los enfoques tradicionales (Noble, 2006). Todo esto a través de
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herramientas como las Tecnologias de la Informacion y Comunicacion (TI1C) ya que son estas las
que permiten en el procesamiento de grandes cantidades de datos de origen diverso, desarrollando
nuevo conocimiento a partir de ellos (Piedra, Ferrer y Gea, 2014). El resultado de esta labor
interdisciplinaria se refleja en proyectos en los cuales se han podido establecer modelos
matematicos de enfermedades que integran el conocimiento estructural y fisiopatoldgico en sus
diferentes niveles de complejidad (Sobradillo, 2011).

Un ejemplo de estudios con aplicacion de mineria de textos es el publicado por Garcia et
al. (2011) y Burgel et al. (201 ), sobre la tipificacion de fenotipos en la EPOC, a partir de un analisis
de cluster sobre datos de todo tipo procedentes de pacientes reales. Una tercera faceta de la
biologia-medicina de sistemas. Otra aplicacion reconocida es la realizada por Steiling et al. (2013)
y Pierrou et al. (2007), autores que han demostrado los efectos del tabaco sobre la expresién de

multiples genes relacionados con la lesion celular y el estrés oxidativo en el epitelio bronquial.

3. Metodologia

3.1.  Mineria de datos y de texto

Fueron examinadas las bases de datos existentes que alberguen estudios sobre los
mecanismos moleculares involucrados en la regulacién de la plasticidad celular (EndMT) inducida
por el virus del dengue y otros virus (Przybyla et al., 2016). Los repositorios-bases de datos que
se consideraron son los mencionados a continuacion, CORE, PubMed, Scopus y en los repositorios
Github-GitLab.

Las palabras claves y las ecuaciones que guiaron la busqueda se organizaron por niveles

que corresponden a: (i). “Endothelial to mesenchymal transition and virus”, (ii). “Endothelial to
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mesenchymal transition and virus Dengue”, (iii). “endothelial dysfunction and severe dengue”,
(iv). “Endothelial dysfunction by viral infection”. Adicionalmente, y segin la necesidad, se
agregaron términos en cada plataforma, que contribuyeron con la exclusion de objetos de estudio
no relacionados con el enfoque definido. Luego del proceso de exclusién por términos clave, se
agregaron filtros propios de cada plataforma, como: tipo de documento, (article, journal article,
research article, literature); afio de publicacion (2011-2021); especie (Homo sapiens, Human);

idioma (espafiol e inglés); hasta obtener un compendio de articulos afines con esta investigacion.

Tabla 1.

Ecuaciones de blsqueda.

Repositorio-
Nivel Ecuacion de busqueda con excluyentes
bases de datos

(Endothelial to Mesenchymal Transition) AND virus NOT
Pubmed vector NOT transplantation NOT endogenous NOT animal NOT

mitochondria NOT epithelial NOT cancer.

(Endothelial to Mesenchymal Transition) AND virus NOT
Scopus vector NOT transplantation NOT endogenous NOT animal NOT

i mitochondria NOT epithelial NOT cancer.

(Endothelial to Mesenchymal Transition) AND virus NOT
CORE vector NOT transplantation NOT endogenous NOT animal NOT

mitochondria NOT epithelial NOT cancer

Github-GitLab (endothel* AND dysfunction*) AND dengue (viral OR virus)
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Repositorio-
Nivel Ecuacion de busqueda con excluyentes
bases de datos
(Endothel* to Mesenchy* Transition OR EndMT OR
Pubmed
EndoMT) And Dengue
((endothel* AND to AND mesenchy* AND transition OR
Scopus
endmt OR endomt) AND (dengue)) AND NOT proteomic*
ii (Endothelial to mesenchymal transition OR EndMT OR
CORE EndoMT) AND (dengue) NOT review NOT therapeutic NOT
(animal OR mouse OR mice)
Endothelial to mesenchymal transition OR EndMT OR
Github-GibLab
EndoMT) AND (dengue)
(Endothel* AND Dysfunction*) AND Dengue (Viral OR
Pubmed Virus) NOT review NOT vaccine NOT (animal* OR mouse OR
mice)
(Endothel* AND dysfunction*) AND (dengue AND (virus OR
viral)) AND NOT review AND NOT vaccine AND NOT
Scopus
iii endogenous AND NOT vector* AND NOT covid AND NOT
(mice OR mouse OR animal*)
Endothelial dysfunction AND dengue virus NOT review NOT
CORE vaccine NOT endogenous NOT vector NOT animal NOT
lymphocyte NOT transplantation
Github-GitLab Endothelial dysfunction AND dengue virus
(Endothel* AND Dysfunction*) AND (Viral OR Virus) NOT
iv Pubmed REVIEW NOT ENDOGENOUS NOT vectors AND infect* NOT

vaccine NOT COVID-19.
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Repositorio-
Nivel Ecuacion de busqueda con excluyentes
bases de datos

(Endothel* AND Dysfunction*) AND (Viral OR Virus) NOT

REVIEW NOT ENDOGENOUS NOT vectors AND infect* NOT

Seopus vaccine NOT COVID-19 AND NOT mitochondria* AND NOT
blood AND NOT lymphocyte*
(Endothelial to mesenchymal transition OR EndMT OR
CORE EndoMT) AND (dengue) NOT review NOT therapeutic NOT
(animal OR mouse OR mice)
Github-GitLab (endothel* AND dysfunction*) AND (viral OR virus)

Nota. Los términos en negrita son la ecuacion base de la busqueda y los demas corresponden a los

excluyentes utilizados. Se empled el asterisco (*) denotando mayor exactitud de la busqueda

En cada nivel se tomd el total de los articulos resultantes de los procesos de exclusion y
filtrado, los cuales se sometieron a un cribado manual. De cada documento se considero el titulo,
resumen y palabras claves, posteriormente, se realizd un analisis del enfoque de investigacion,

linaje celular, objeto de estudio y la probable relacién con alguno de los fendmenos de interés.

Figura 6.

Flujo de busqueda y seleccién de articulos cientificos.

Articulos Ecuaciones generales de / \‘ -Adicién de exchiyentes Cribado Almacenamiento de los
L —> . . = > : —
cientificos bisqueda (4 niveles) \ /. -Aplicacién de filtros manual resultados

Nota. Pasos empleados en la seleccion de la literatura, empleado en los analisis.
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La mineria de texto considero el célculo de las palabras claves mas frecuentes y la distancia
entre ellas en parrafos mediante una matriz binaria dispersa que tuvo en cuenta las relaciones entre
los atributos o elementos que a su vez permitieron visualizar las entradas distintas de cero (Elati et
al., 2007).

3.1.1. Redes de Co-ocurrencia

La mineria de datos y texto, aplic6 métodos de analisis de co-ocurrenciay su representacion
en redes de conceptos y co-citacion (Caprile y Vidal, 2008).

La co-ocurencia fue calculada desde un modelo bayesiano. Fue medido el indice de
similaridad Fuerza de Asociacion (FA) para lo cual fueron usados los valores de similaridad de
co-citacién y co-ocurrencia, para asi obtener como resultados matrices normalizadas con el
correspondiente peso de cada concepto y co-citacion (Van Eck y Waltman, 2010). La
representacion de la red fue realizada tenido en cuenta la conectividad y las relaciones que existen
entre los nodos posicionados en el espacio bidimensional. Para la visualizacion de la red fue
utilizado la herramienta VOSviewer laa cual permite que a través de la ejecucion de distintos
algoritmos de clustering para clasificar en grupos similares las co-citaciones y la co-courrencia de

los conceptos.(Van Eck y Waltman, 2010)
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3.1.2. Flujos de ejecucion (Scripts)
Figura 7.
Métodos usados en la Mineria de Datos.

-Adicién de excluyentes e Moléculas

/,-"/ -Aplicacién de filtros / RIS
/ f
Flujos de ' /
o . o Ecuaciones generales de Cribado Almacenamiento delos Patrones
ejecucion — - = — > > —
basqueda (4 niveles) mamual resultados moleculares

(scripts)

AN Interacciones
™ de regulacién

Nota. Los flujos de ejecucion fueron extraidos de modelos pre-existentes con lo que fue posible identificar
los elementos que se consideraron y a su vez utilizarlos como estructura inicial de la red de regulacion
génica. De esta forma, se infirieron las moléculas relevantes, los patrones de activacion molecular para cada
célulay las interacciones de regulacion entre moléculas ya sean de activacion o inhibicion.

3.2. Formalizacién de la red de regulacién génica como un sistema complejo

3.2.1. Modelado como Red Booleana

Teniendo en cuenta los datos que se encontraron, sean cuantitativos o cualitativos, fue
construida la red de regulacién molecular de la plasticidad de las células endoteliales inducida por
el virus del dengue. A partir de esto, fue determinado el formalismo matematico que cumple la
funcion de ensamblar el modelo y describir mediante ecuaciones el comportamiento de cada
elemento de la red en el tiempo y de esta manera obtener como resultado un sistema dinamico en
forma de red Booleana (BN) (Weinstein et al., 2020).

Posteriormente, fueron definidas, mapeadas y simuladas las rutas de regulacion molecular
intervinientes y fueron analizados los circuitos de retroalimentacion del modelo a construir (Naldi
etal., 2018).

Finalmente, fue representado el anterior analisis como una red booleana que tendra

estructura K-N, donde N es el numero de nodos y K el nimero de ligas. El estado de cada nodo
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(N) sea cero o uno dependio del nimero de ligas o relaciones de los nodos, determinando la
dinamica de la red (Gershenson, 2004).
3.2.2. Definicion de Patrones y Atractores
El modelado de la red booleana, permitié encontrar los patrones moleculares, mediante la

identificacion y etiqueta de los atractores aplicando un método heuristico que plantea la busqueda
de atractores como un problema de satisfaccion booleana (SAT) y que fue resuelto a través del
solucionador SAT(Weinstein et al., 2020), determinando la posibilidad de que variables de una
férmula booleana pudieran ser reemplazadas por valores que permitieran evaluar un conjunto de
expresiones como verdaderas (TRUE) (SysTutorials, 2020) (SIGDA, 2006).

Para los anteriores procedimientos se tuvo soporte en el software R con sus paquetes
(BoolNet) (Mussel et al., 2010).
3.3.  Analisis de la topologia de la red
Para establecer la topologia de la red a construir fueron calculados: el nimero de nodos, el nimero
de ligas, el grado de cada nodo de la red, es decir, el nUmero de conexiones que tiene un nodo con
otros (Zhou et al. 2018) y la distribucion de grado, definida como la probabilidad de que un nodo
seleccionado aleatoriamente tenga cierto numero de ligas. Adicionalmente fue determinado el
coeficiente de agrupamiento Ci = 2Ei ki/(ki — 1) que cuantifica la interconectividad entre vecinos

de un nodo N (Andres, 2018). Los célculos se haran con soporte en el Software R y R Studio.

4. Resultados
4.1. Cribado de articulos y flujos de ejecucion
La revision sistematica y la mineria de texto considerd cuatro niveles para la badsqueda,

analisis e interpretacion de los datos: (i). Endothelial to mesenchymal transition and virus”, (ii).
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“Endothelial to mesenchymal transition and virus Dengue”, (iii). “endothelial dysfunction and
severe dengue”, (iv). “Endothelial dysfunction by viral infection.

La basqueda se realizo en los cuatro repositorios cientificos (PubMed, Scopus, CORE y
Github-GitLab), inicialmente, a cada una de las ecuaciones se les afiadieron términos de exclusion,
es decir, se reestructuraron para una mayor especificidad de los resultados (tabla 1, anexos). Los
términos de exclusion fueron especificos para cada una de las plaformas, segln los resultados
preliminares a la busqueda por cada repositorio.

Posteriormente, el analisis manual de los estudios, dio como resultado la seleccion de
articulos 5 para el primer nivel, cero (0) para el segundo, 11 para el tercero y 17 articulos para el
cuarto nivel.

La tabla 2 muestra el resultado consolidado desde la ecuacion sintética, que abarca la

seleccion sin restriccion y sus respectivos porcentajes.

Figura 8.

Sintesis del cribado (porcentajes).

Base de datos/

Ecuacion sintética . SR CR %SRS % CREx FS %FS %FSEx
repositorio
PubMed 45 150 333300 6667 11 7333 26.67
- Scopus 68350 33 0,51 18 5143 48,57
EndMT + Virus CORE 527 171 323 9671 9 52.94 47.06
Github-GitLab 2 1] 50,00 50,00 1 100,00 0,00
68 39 5735 42,65
PubMed 0 0 0.00 100,00 0 0.00 100,00
- Scopus 3 1] 33330 66,67 1 100,00 0,00
EndMT + Dengue Virus CORE 2 0 0.00 0 0.00 100,00
Github-GitLab 0 0 0,00 F 100.00 0 0,00 100,00
1 1 100,00 0,00
PubMed 76 25 ] 3289[ 67.11 14 56.00 44,00
Dysfunction Endothelial + Scopus 93 20| 34410 6559 7 21,88 78[13
Dengue Virus CORE 328 271l 8.23 20 74.07 25.93
) Github-GitLab 3 2 g6.670 | 3333 1 50,00 50,00
86 42 48,84 51,16
PubMed 1504 308 ] 204s8] 79]52 69 22,40 77,60
Dysfunction Endothelial + Scopus 56875 361 0.63 37 1025 89.75
Virus CORE 13219 127 0.96 45 3543 64.57
Github-GitLab 4 21 50.00 50.00 1 50.00 50.00
798 152 19,05 80,95
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Nota. En las bases de datos y repositorios cientificos para la revision sistematica y mineria de texto. Los
resultados iniciales de las ecuaciones basales o sintéticas. SR corresponde al nimero de estudios resultantes
de la basqueda sin restriccién, CR es el nimero de estudios resultantes de la ecuacion sintética con
restricciones. Posteriormente, los estados porcentuales de los estudios seleccionados (%SRS) y de los
estudios excluidos (%CREX), con sus correspondientes barras de progreso. Por tltimo, FS los documentos
finalmente seleccionados mediante un filtrado a CR en cada uno de los repositorios, adicional el estado

porcentual de los estudios seleccionados (%6FS) y de los estudios excluidos (%FSEX) en la investigacion.

El nimero de registros totales inspeccionados fueron 79.531, teniendo en cuenta, que de
este namero se repitieron algunos titulos y articulos. De ellos, 1.334 articulos fueron filtrados y
extractados con las restricciones aplicadas, para llegar a un nimero final seleccionado de 393
documentos. El porcentaje de exclusion promedio total para las ecuaciones y repositorios fue del
98.32%, ademas, el 1.67% corresponde al estado porcentual total de los articulos extractados con
las restricciones y finalmente solo el 0.49% fue pre-seleccionado para un analisis de exclusion o
inclusion mediante diferentes criterios mencionados a continuacion.

Se realizd un proceso de cribado y elegibilidad manual, teniendo en cuenta la exclusion
por criterios metodol6gicos incompatibles con el objetivo de nuestro estudio (tabla 4). Los criterios
de exclusién que se utilizaron fueron: el tratamiento experimental a células no endoteliales o
mesenquimales, estudios de caso, tratamientos farmacoldgicos, revisiones con ausencia de
informacion o de respaldo bibliografico de sus resultados (sesgo de publicacion y/o la informacién

publicada es incompleta o inexacta).
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Figura 9.
Sintesis porcentual del cribado de articulos y scripts para la revision sistematica.
Criterios de exclusion de los articulos v flujos de ejecucién (scripts)
Total i i i Seleccionad
ota Di:ro’ttpc de T Tipo de dato {&usenc;tal iie ITratammtos eccionado
céhula informacion incompatibles
393 117 52 36 105 46 33
% 29,771 13,232 9,160 27,735 11,705 8,397

Nota. De 393 documentos preseleccionados, se excluye el 91.603% y finalmente, solo el 8.397% es

seleccionado.

Finalmente, 32 articulos y un flujo de ejecucidn (script) de una red de regulacién pre-existente
del total cumplieron con mas del 70% de los criterios minimos requeridos para la inclusion en la
investigacion.

4.2.  Mineria de texto y redes de co-ocurrencia

En el proceso de analisis de co-palabras se construyeron matrices de co-ocurrencia, las
cuales se determinaron mediante el indice de similaridad (FA). Las medidas de similitud
permitieron el test de agrupamiento (clustering), el cual consistié en catalogar las unidades en
grupos relacionados a las lineas de investigacion. Estas técnicas estadisticas bayesianas dieron
paso a una visualizacion en redes bibliométricas. Ademas, el estudio de las relaciones e
interconexiones de los nodos permitio que se infirieran propiedades estructurales de los
componentes de la red y no caracteristicas particulares e individuales.
4.2.1. Transicion endotelial-mesénquimal (EndMT)

Con el fin de construir la red fueron encontradas un total de 280 palabras claves, las cuales
se extrajeron a partir de la ecuacion de busqueda (*Endothelial to mesenquimal transition and
virus*) De ellas, se escogieron 12 palabras que superaron el umbral de co-ocurrencia el cual

correspondia a 21 ocasiones acompafiada de los demas términos clave.
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De los anteriores conceptos se eliminaron todas las relativas al género humano y animales
cémo: Humans, male, female, adult, mammals studies etc; por tener alto nimero de co-ocurrencias
y solapar los conceptos que mayor relacion tienen en el fenémeno.

Es notable el cambio en la cantidad de informacion disponible en las bases de datos
publicas utilizadas, respecto a la primera ecuacion de busqueda a la segunda ecuacion de bldsqueda,
la cual se relaciona con el tema de “Disfuncion endotelial”. En este caso, el criterio fue un poco
mas laxo, con el fin de encontrar la relacién entre los términos de una manera mas robusta.

En la red de co-ocurrencias de “Endothelial to mesenquimal transition and virus” se
obtuvieron 5 clusters o agrupamientos. El primero de ellos (del mas grande al mas pequefio), fue
el cluster correspondiente a Protein, seguidamente, Endmt, Emt, Cell — Endothelial Cell y TGF.

Teniendo en cuenta los nodos y ligas que se pueden evidenciar en la red, la transicién del
endotelio-mesénquima y las células endoteliales se relacionan con las proteinas, receptores y
especificamente con el factor de crecimiento transformante. Por otra parte, en los Ultimos afios se
ha observado un aumento en los estudios enfocados a la investigacion de este fenémeno de
plasticidad celular endotelial.

Figura 10.
Red de co-ocurrencias para la ecuacion de busqueda “Endothelial to mesenquimal transition

and virus”.
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4

Nota. Obtenido de VVosviewer.

4.2.2. Disfuncién endotelial

Para realizar esta red fueron seleccionadas un total de 2483 palabras claves, las cuales se
extrajeron a partir de la ecuacion de busqueda relacionada a los articulos enfocados en el tema de:
(*Endothelial Dysfunction by Viral Infection*) De ellas, se escogieron 88 palabras que
superaron el umbral de co-ocurrencia el cual correspondia a 21 ocasiones acompafiada de los
demas términos clave.

Se decidio aplicar un criterio en el que fueron excluidas palabras con alta co-ocurrencia,
pero y poca relevancia, tales como: human, female, male, adult, mild-age, mice, algunos
conectores, etc. Con el fin de resaltar los hallazgos més importantes con respecto a las palabras
con mayor relevancia y a su vez lograr unas mejores visualizaciones de los agrupamientos.

En lared de co-ocurrencias de Endothelial Dysfunction by Viral Infection fueron obtenidos
13 clusters o agrupamientos. El primero de ellos (del mas grande al méas pequefio), fue nuevamente
el cluster correspondiente a Protein - Cytokine, seguido por Endothelial Cell, Endothelium y

Endothelial Function acompariados de Permeability, Hypermeability — DENV y Cells.
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Se puede evidenciar que el objeto de analisis e investigacion ha sido las células
endoteliales, con aspectos de traduccion de sefales, cultivos, la regulacion génica, la
permeabilidad capilar. Por otra parte, se consideran aspectos que tiene que ver con el cerebro, en
cuanto a las barrera hematoencefalica y la apoptosis.

En cuanto a la evolucion temporal del estudio de los conceptos se puede apreciar que para
2015 los temas mas recurrentes eran las infecciones virales, relacionadas con fendmenos
vasculares. Luego para 2017 tomo fuerza el estudio del endotelio vascular, siguiendo la linea
“vascular”, recientemente entre 2019 y 2020, los topicos de mayor estudio han derivado en la

neumonia viral, por obvia consecuencia de la pandemia del COVID109.

Figura 11.
Red de co-ocurrencias para la ecuacion de busqueda “Endothelial Dysfunction by Viral
Infection”.
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Nota. Obtenido de VVosviewer.
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4.2.3. Disfuncién endotelial y el virus del dengue

Para realizar esta red fueron extraidas un total de 90 palabras claves, las cuales se cribaron
a partir de la ecuacién de busqueda relacionada a los articulos enfocados en el tema: (*Endothelial
dysfunction and severe dengue*). De ellas, se escogieron 18 palabras que superaron el umbral
de co-ocurrencia el cual correspondia a 21 ocasiones acompafiada de los demés términos clave.
En este caso, la cantidad de conceptos encontrados se vincularon de forma diferente, con respecto
a las redes de co-ocurrencia anteriores.

A partir de la visualizacién, se puede evidenciar que se obtuvieron 4 clusters o
agrupamientos. El primero de ellos (del méas grande al mas pequefio), fue el cluster correspondiente
a Protein nuevamente, seguido de un gran cluster compuesto por varios términos relevantes como:
Endothelial dysfunction, Cell, Cytokine y Endothelium, con otros dos clusters correspondientes a
los términos asociados al Dengue. Ademas, la relacion de la disfuncion endotelial con la
permeabilidad vascular en la infeccion por el virus del dengue y las moléculas involucradas en los
fendmenos, tales como las citoquinas. En los Gltimos afios, las investigaciones se han enfocado en
la conceptualizacion y compresion de tematicas que se derivan de la dindmica molecular en las

células endoteliales inducida por el virus del dengue.
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Figura 12.

Red de co-ocurrencias para la ecuacion de busqueda “Endothelial dysfunction and severe

dengue”.
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Nota. Obtenido de VVosviewer.

4.3.  ldentificacion de moléculas
4.3.1. Moléculas revision sistematica

A partir de los 32 articulos y un flujo de ejecucion cribados, se reportaron un total 54
moléculas con importancia en la plasticidad de las células endoteliales inducida por el virus del
dengue, en el cual estan involucrados el fendmeno de la disfuncién endotelial y la transicion
endotelial-mesénquimal. Se analizaron cada uno de los documentos y se seleccionaron segun la
metodologia previamente mencionada. Se pudo evidenciar los tipos de células que se encargan de
la secrecién de algunas de las moléculas, mediante experimentos in vitro, que permitieron observar
la influencia directa sobre el endotelio en la infeccion del virus del dengue. Adicional a esto, se
correlaciond con estudios in vivo, encontrando relacion en la expresion e induccion de moléculas

en la infeccion directa con los diferentes serotipos (1 y I1) del virus del dengue.
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Figura 13.

Atributos de las moléculas seleccionadas desde la literatura.

MOLECULAS BASE INTEGRADAS DESDE LA LIERATURA

Molécula

Ang-2

Ang-1

HMGBI1

IL-1p

IL-8

MMP-9/
MMP-13

RANTES

TNF-a

VEGF

Svegfr2

Secretado por (célula)

Céhulas endoteliales

Células endoteliales

Monocitos, células dendriticas

Monocitos, macréfagos,
mastocitos

Mastocitos. célilas
endoteliales

Monocitos, macréfagos,
células dendriticas v
endoteliales

Células dendriticas

Monocitos, macréfagos,

células dendriticas. mastocitos.

células endoteliales

Monocitos, macréfagos,
células dendriticas, mastocitos

Mastocitos. células
endoteliales

Céhulas endoteliales

Tipo de
cambio

Up

Down

Up

Present (P+)

Down

Efectos en las celulas endoteliales

Desestabilizacion del endotelio, mayor
respuesta a VEGF, respuestas de las CE a los
estimulos inflamatorios provocando la
interrupcion de la batrera y la permeabilidad
Promueve la supervivencia de las células
endoteliales, la migracion cehular v el brote en
ausencia de contacto célula-céhila. mientras
que el fortalecimiento de la adhesion
interendotelial previene la permeabilidad
endotelial
Aumentado expresion de moléculas de
adhesion y secrecion de citocinas, CE
aumentado permeabilidad
Mayor secrecion de citocinas, aumento de
expresion de moleculas de adhesion, se asocia
con el aumento de la permeabilidad vascular
mediado por inflamasoma
Pueden aumentar la permeabilidad
directamente de las CE, reclutar celulas
inmunes
Aumento de expresion de moléculas de
adhesion, aumento de la permeabilidad,
reclutar célilas inmunes.
Regulacion a la baja de PECAM-1 y VE-
cadherin, aumento permeabilidad de CE

Aumentado expresion de moléculas de
adhesion, aumento de la permeabilidad,
rechitar células inmunes

Produccion de oxigeno reactivo vy especies de
nitrdgeno, aumento expresion de moléculas de
adhesion, apoptosis, aumento de la
permeabilidad de CE

Regulacion a la baja de proteinas de union

Aumento de la expresion de moléculas de
adhesion, aumento de permeabilidad de CE,
cotrelacion inversa entre Svegft2 v el alcance

de fuga de plasma
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Puede contribuir al dafio de las céhlas
VE-Cadherina Celulas endoteliales Down (P+) | endoteliales y / o al compromiso transitorio de
la funcion de batrera endotelial.
La internalizacion de VE-Cadherina mediada
por fosforilacion como la contractilidad del
Up (P+) citoesqueleto mediada por RhoA juntos
contribuyen a la permeabilidad vascular en el

Celulas migratorias,
RhoA -
citoesqueleto
dengue.
Participa en el movimiento transmembrana y su
regulacion a la baja o ausencia en el dengue
E-selectina Celulas endoteliales Up puede ser uno de los factores de la formacion
discreta de infiltrado inflamatorio. aumenta la
adherencia y activacion de plaquetas a CE
Mktciits de adhessi Aumentando expresion en CE infectadas con

ICAM-1 i Present- Up DENV, aumentando adherencia de leucocitos
intercelular (membrana) .
a celulas endoteliales
Aumenta la adherencia de leucocitos a CE.
aumenta la permeabilidad endotelial v libera
sefiales intracelulares lo que lleva a la pérdida
de la adhesion de VE-cadherina
células endoteliales, Es un potente inductor de aumento de la

PAF . ; Up permeabilidad vascular. asociado a la fuga
leucocitos, mastocitos.

VCAM-1 Celulas endoteliales Up

vascular
Su amento significativo es un inductor en la
sPLA2 Up produccion de PAF. Puede ser un posible
inductor de la activacion endotelial.
Inducccion de la produccion de citocinas
inflamatorias, por los monocitos. Ademas de un

mﬂ;{l;;(;ma Present aumento en las microparticulas derivadas de
plaquetas, lo que puede conyebar a un
aumento de la permeabilidad
Su activacion induce la produccion de citocinas
TLR4 Proteina transmembrana Up inflamatorias v la activacion de células de la

inmunidad innata
Nota. Documentacion de los hallazgos encontrados a través de la revision sistematica, moléculas base para

la red inicial de la plasticidad de las células endoteliales inducida por el virus de del dengue. Se re reportan
20 moléculas involucradas en los fendmenos de la disfuncién endotelial en la infeccion del virus del dengue
y en la transicion endotelial a mesénquimal. Las células que secretan, activan o presentan la molécula.
Cambios en el estado por molécula, Up se refiere a las moléculas sobre-expresadas, es decir, (1), Present,
moléculas que tiene influencia en el fendmeno sin cambios, P+, moléculas foforiladas, Down, representa
las moléculas sub-expresadas, es decir, (0). Los efectos en las células endoteliales de cada una de las

moléculas que supera el umbral del estado.
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6.4. Formalizacion de la red de regulacion como un sistema complejo
4.4.1. Modelo formalizado como conjunto de ecuaciones booleanas

Cada molécula de una red de regulacion presenta un limite de concentracion el cual
debe excederse para tener un cambio y efecto. Es necesario usar el formalismo de una red
booleana, donde cada estado de las variables involucradas esta determinado por las moléculas
de dicha red. Cada molécula esta representada por un nodo, el cual puede estar activo o
inactivo, es decir, descrito de manera matematica por 1 o 0. Cada uno de los nodos tienen unas
entradas y salidas, las cuales se visualizan con las ligas e interacciones en la red.

Por esta razén se tradujo la informacion molecular cribada de la revision sistematica,
para obtener las reglas logicas y poder definir los componentes de la red y cada regla de

actualizacion.

Figura 14.

Atributos de las moléculas seleccionadas desde la literatura.

FORMALISMO MATEMATICO DE LA RED BOOLEANA
Ang 2, (NfiB_MAPK & Cox_2) | Foxo_1 | Vegfi2 & Ang 1
Cox_2, NfjiB_MAPK
NfjB_MAPK, NfiB MAPK
Tie_2,Ang 1| Ang 2
Nos2, Nos2
Rac_1, Ang 1
Ang 1,IL_6|Nos2 | TNF_a & !Ang 2
iNos, TNF_a
IFN, Hmgbl
Mmp_9, (Mmp_13 & TLR3) | MAP | TNF_a & !VE_Cadherin
TLR3, TLR3
IL 17, 1IL_17
Hmgbl, TLR4
IL_1B, Hmgbl | NLRP3 | TLR4
IL_6,Ang 2 |(TLR4 & Hmgbl) |IL_I1B |ICAM 1
IL_8, (TLR4 & Hmghl) | ICAM 1
Mmp_13. Mmp_13 | lAKT
Rantes, IL_8 | TNF_a & (RIG_1 | MIP_1)
TNF_a,IL_1B | (TLR4 & Hmgbl)
VEGF, VEGF | IVE_Cadherin
Vegfr2, VEGF & VEGFA & ISNAII | GATA2
VE_Cadherin, TNF_a | VEGF | Rac_1
RhoA, MYPT1 & MLC) | MAP | LIMK | CPI17 | ERM | Adducin & !VE_Cadherin & Ang_1
E_selectin, VEGF | IVE_Cadherin
ICAM _1,IL_17 |E_selectin & Vegf VE_C
VCAM_1,ICAM 1 & E_selectin & !VE_Cadherin
PAF, TLR4 | sPLA2




PLASTICIDAD CELULAS ENDOTELIALES 50

sPLA2 RAS Map | RAS fosC & Fos_C & MAP
NLRP3, NLEP3 |P_C14

TLR4, Hmgb1 | TLR4

PLCy, Vegfi2 & VEGFA

TSAd, Vegfi2 & VEGFA

VEGFA, PAF | STAT3 | VEGFA
GATA2, Vegfi2 | VEGFA | GATA2
STAT3, Vegfi2 | VEGFA

SNATI, STAT3 | NfiB_MAPK & ISNAT1
NRP1, VEGFA & GATA2 | Vegfr2
Fos_C,RAS_fosC & VEGF

MAP, RAS Map & VEGF

RIG 1.RIG 1

MIP_1, Hmgbl | MIP_1

MYPT1, MLC | CPI17

LIMK, MYPT1 | MLC

CPI17, MYPT1 | CPI17

ERM, MYPT1

Adducin, MYPT1

MLC, MLC

Foxo_ 1, AKT & !Ang_1

AKT, TSAd | Vegfi2 & !Ang_1

P Cl4.IL_1B | NLRP3

PTK. IL_8

RAS Map, VEGF

RAS fosC, VEGF

Vegf VE_C, TNF_a| GATAZ | STAT3 | SNAII | NRP1 | AKT & (VEGFA | VEGF | Vegfr2) | (PLCy & TSAd) & IVE_Cadherin

4.4.2. Visualizacion del modelo como red booleana.

Como se resume en la seccion anterior, se ha logrado describir un nimero significativo
de componentes y moléculas involucradas en el fendmeno de la plasticidad de las células
endoteliales inducida por el virus del dengue. Teniendo en cuenta esto, se han integrado los
atributos para comprender el fendmeno de forma colectiva desde un enfoque de los sistemas
complejos y dindmicos, utilizando las redes booleanas. Se seleccionaron un subconjunto de
moléculas y se incorporaron al modelo solo aquellas que evidenciaban una funcién bioldgica
esencial respaldada por la literatura cribada en la revision sistematica.

Como resultado se obtuvo la red de regulacion de la plasticidad de las células
endoteliales inducida por la infeccion del virus del dengue, que incluye el fenébmeno de la
disfuncion endotelial y del EndMT. Se incorporaron 54 moléculas conectadas por 138
interacciones de regulacion, como se observa en la figura 10. La abstraccion computacional

abarca las moléculas que son necesarias para la identidad de las células endoteliales (CE), los



PLASTICIDAD CELULAS ENDOTELIALES o1

ligados, representan las regulaciones (transcripcionales o postranscripcionales) y las vias de

sefializacion.

Figura 15.
Red de moléculas asociadas a la disfuncion endotelial y EndMT inducida por el virus del

dengue.

PTK

En la figura 15, las fechas representan la direccién de la regulacién, es decir, las

entradas y salidas de cada uno de los nodos. El tamafio de los nodos depende de la cantidad de
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relaciones que lo retroalimentan, es directamente proporcional, a mayor tamafio, mayor
cantidad de relaciones. (B) El color de los nodos permite agrupar las moléculas dependiendo a

sus interacciones, creando subconjuntos asociados a las rutas de sefializacion y regulacion.

4.5.  Definicion de patrones y atractores

El comportamiento dindmico simulado en la red de regulacion que se muestra en la
figura 10, da como resultado 2138 atractores por el efecto de la retroalimentacion positiva
funcional, esto se debe a la variedad de patrones moleculares de las células endoteliales que se
han mencionado en la literatura (Weinstein, Mendoza, & Alvarez-Buylla, 2020). En el anélisis,
se evidencia que el modelo booleano presenta diferentes estados de la red, es decir, 1892
atractores de punto fijo, 246 atractores ciclicos, que se catalogan a patrones de activacion
molecular clasificados en tipos especificos de células, que pueden ser endoteliales y
mesénquimales.

Existen moléculas que todas las células endoteliales las expresan, como: VE-
cadherina, Tie-2 y VEGFR2. Por esta razon, cuando en el sistema complejo estan activos los
nodos de dichas moléculas, se entiende que la red representa una célula endotelial. Por otra
parte, es importante tener en cuenta que todos los mecanismos de sefializacién a nivel
molecular del EndMT no se han esclarecido en su totalidad, sin embargo, GATA2, STATS3,
SNAIL, se expresa en algunas células mesenquimales. Es decir que cuando esta molécula se

activa se podria identificar la red como una célula mesénquimal.
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4.6. Topologia de la red

Figura 16
Dendograma de las distancias entre los nodos de la red de plasticidad de las células

endoteliales inducida por el virus del dengue.

Ang-1
NfjB-MAPK
Ang-2

Cox-2
Tie-2 ]—

PAF
RAS-Map
VE-Cadherin
IFN -

Rac-1
Rantes 1
ICAM-1

Nos2
IL-17
PTK

IL-8

MIP-1

iNos
VCAM-1
P-C14
E-selectin
IL-1B
TNF-a
NLRP2

IL-6
Hmgb1 J}
TLR4
Mmp-9
Mmp-13

TLR3
RAS-fosC

Foxo-1
Vegfr2 ‘I—
Vegf_VE-C
PLCY
VEGFA
NRP1
GATA2
VEGF
TSAd
AKT
STAT3
SNAI1

RhoA
MAP
MYPT1
CPI7
LIMK
MLC
ERM
Adducin ]

La distancia entre los nodos se define como el nimero minimo de nodos por los que
hay que transitar, entre dos nodos dados de la red, es decir, un nodo origen a un nodo destino.
lo que permite caracterizar en redes complejas pequefias distancias entre nodos.

La distancia minima de la red es de 1 entre las moléculas gque se encuentran en el primer

grupo, es decir, los relacionados con el nodo, Ang-1. Asimismo, la distancia maxima es de 6,
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en las que se encuentran las moléculas Mmp-9 y Mmp-13, entre otras. En los anexos se puede
evidenciar mayor especificidad de los resultados (Tabla 1, anexos).

Actualmente, el agrupamiento jerarquico, mediante indices de similaridad y distancias,
es una herramienta comdn en el anélisis de grandes conjuntos de datos moleculares,
permitiendo la identificacion de patrones similares en diversas escalas. De esta manera
evidencia una mayor relevancia del fendmeno en cuestion y el contenido biolégico. Se
agruparon 54 moléculas en 7 grupos teniendo en cuenta las relaciones y conexiones de cada
una de ellas.

Se encontraron las rutas de sefializacion de VEGF la cual est4 involucrada en la
activacion de EC durante la remodelacion vascular. Por lo general, durante la angiogénesis,
VEGFA se une a un homodimero VEGFR?2 vy activa la sefializacion de otras moléculas. Por
otra parte, la sefializacion de RhoA mediada por el receptor Tie-2 por Ang-1 da como resultado
la activacion de Racl, que inactiva RhoA. El Racl activado promueve la acumulacion de VE-
Cadherina en las uniones inter-endoteliales, mientras que la inactivacion de RhoA previene la
formacion de fibras de estrés de actina y juntas conducen a la estabilizacion de la barrera
endotelial. Por Gltimo, la actividad de SNAIL, SNAI2 son necesarias para la diferenciacion de
células mesénquimas, ademas, de la influencia en el factor de transcripcion GATAZ el cual
evidencia una actividad importante o en la dinamica de la regulacion de la identidad de las CE,
ademas la perdida de esta misma induce en EndMT.

5. Discusion

5.1. Consideraciones de la revision sistematica
En la busqueda de informacion para seleccionar los articulos mas robustos en los
fendmenos involucrados en la plasticidad de las células endoteliales inducida por el virus del

dengue, se construyeron las ecuaciones base con el comodin “asterisco (*)”. Este permite una
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mayor precision en el rastreo de informacion, en las diferentes plataformas cientificas
(Comodines y operadores de busqueda - Documentacion de IBM, s/f). Adicionalmente, al
evidenciar la cantidad de resultados, se utilizaron criterios de exclusion que permitieron el
filtrado de patrones identificados en los resultados que sesgaban la basqueda de informacion.
Por esta razon, se definieron los operadores de exclusion con los términos no deseados, para
que el algoritmo se ejecutara con la mayor precision y no se distorsionara el enfoque de la
investigacion.

Por otra parte, en cada plataforma, se utilizaron los filtros de tipo de documento (article,
journal article, research article, literature), afio de publicacion (2011-2021), especie (Homo
sapiens, Human) e idioma (espafiol e inglés) hasta obtener un compendio de articulos afines
con el objetivo del estudio, permitiendo asi una mayor confiabilidad en la calidad de la
documentacion encontrada.

Los resultados que coincidieron con la mayoria de los criterios adoptados en la
investigacion se descargaron para el cribado manual. De un total de 393 articulos cientificos y
flujos de ejecucion se descartaron el 91,603 % de documentos y se incluyeron inicamente 33
estudios, que representan el 8,397 % de ellos. Los datos con mayor indice de exclusion
corresponden a estudios en otro tipo de células (29,771 %), seguido de aquellos que presentaron
ausencia de informacion (27,735 %), por ultimo, otros parametros como especie, tratamientos
incompatibles y tipo de datos que suman el 42,494 % del total.

5.2.  Consideraciones de la abstraccion computacional como modelo de regulacion
teorico

El modelo booleano de la red de regulacion molecular involucrada, en la plasticidad de
las células endoteliales, inducida por el virus del dengue, incorpora los datos publicos de
resultados experimentales, constituyendo el resumen del estado actual del tema en cuestion,

permitiendo la abstraccion computacional del fendmeno, como base de posteriores estudios in
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vitro o in vivo. Es importante tener en cuenta que existen muchas preguntas sin responder sobre
este fendbmeno (Welch Reardon et al., 2015) y que es necesario los estudios experimentales
para respuestas méas concluyentes. Por esta razén, en los siguientes apartados se plantearan
hipotesis sobre la base molecular de la red reguladora anteriormente mencionada.

El aumento de la expresion y liberacion de Ang-2 de las células endoteliales infectadas
puede ser el resultado de una respuesta inflamatoria en la que se secreta la proteina IL-6 (Van
de Weg et al., 2014). Ademas, la activacion de la sefializacion de NFjB y MAPK durante la
infeccion puede estimular la expresion de COX-2, lo que resulta en el aumento de la produccion
de Ang-2 (Michels et al., 2012). También, la débil sefalizacion del ligando antagonista del
receptor Tie-2 da como resultado un desprendimiento endotelial mediado por la disminucion
de Angl / Tie2, con una baja actividad de AKT (Ong et al., 2013). Esto, a su vez, mejora la
activacion del factor de transcripcion FOXO1, que aumenta la expresion de Ang-2 (Singh et
al., 2018).

La Ang-1 es capaz de inhibir la liberacion de Ang-2 de los cuerpos de Weibel-Palade
de las CE, mediada por un alto nivel de iones de calcio intracelular. Las células infectadas
pueden inducir la entrada de iones de calcio en las células endoteliales (Michels et al., 2012).
Por lo tanto, la combinacion de la baja expresién de Ang-1 y el aumento de iones de calcio
intracelular en infectados promueve la liberacion de Ang-2 (Van de Weg et al., 2014). Ademas,
la secrecion mejorada de Ang-2 acta como un mecanismo de retroalimentacion positiva y
puede sensibilizar ain mas las células endoteliales al TNF-a y aumentar la inflamacion (Singh
et al., 2018). Por otra parte, el TNF-a es un factor vaso-activo que muestra un nivel elevado en
su expresion durante la fiebre hemorragica e induce la liberacion de citoquinas, quimiocinas
(Yen et al., 2008), la expresion de moléculas de adhesion y del efecto sobre la apoptosis de las

células endoteliales causada por DENV (Dewi et al., 2004; Chen et al., 2002).
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Mientras tanto, el factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF)?!, junto a otros
factores de crecimiento, es capaz de activar vias de sefializacion dependientes e independientes
de RAS. Es decir, La via independiente aumenta la fosfolipasa Cyl y activa PKC, lo que
aumenta el calcio y activa SPLA2. Por otra parte, la via dependiente de RAS activa a la kinasa
MAP que puede activar a SPLA2 (Syenina et al., 2015). La activacion de SPLA2 y su aumento
significativo es un inductor en la produccion de PAF (Murakami et al., 2015). Asimismo, se ha
comprobado que VEGF promueve la proliferacion, migracion y supervivencia de las células
endoteliales. Ademas, la union de VEGF a VEGFR-2 en las células endoteliales da como
resultado la fosforilacion del receptor, cambios en la morfologia y proliferacion de las CE (Seet
et al., 2009) y el mantenimiento del estado fisiologico de los vasos sanguineos. También, la
disminucion de los niveles de sSVEGFR-2 podria representar la disfuncion de la homeostasis en
las células endoteliales vasculares y se correlacionan con un aumento de la fuga de plasma
(Furuta et al., 2012). La sefializacion de VEGF-sVEGFR2 afecta directamente la union
adherente porque causa endocitosis de VE-cadherina en la célula endotelial (Van deWeg et al.,
2014).

Esto se debe a que VE-cadherina puede contribuir al dafio de las CE o al compromiso
transitorio de la funcion de barrera endotelial. Durante infeccion por DENV, ocurre
fosforilacion y pérdida de la proteina de union VE-Cadherina de las uniones de células inter-
endoteliales y fosforilacion de RhoA (Dewi et al., 2008). La induccién de la hiper-
permeabilidad endotelial se produce a través de dos eventos: 1) pérdida de VE-Cadherina de
las uniones inter-endoteliales, que estd mediada por su fosforilacion en los dominios
citoplasmaticos. 2) Formacion de fibras de tension de actina intraendotelial, que provocan la

retraccion de lamembrana celular. La angiopoyetina-1 (Ang-1), Ang-2 y su receptor de tirosina

! mitogeno especifico de células endoteliales y un potente factor angiogénico capaz de mejorar la permeabilidad
vascular de las proteinas tiene la capacidad (8)
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quinasa especifico endotelial comdn, Tie-2, forman juntos un importante sistema de
sefializacion anteriormente mencionado. Las células peri-vasculares, las células del masculo
liso y las plaquetas secretan Ang-1 median la activacion de Tie-2 y mantienen la etapa inactiva
del endotelio, estabilizando las uniones inter-endoteliales y contrarrestando los efectos de los
mediadores vaso-activos (Komarova et al., 2010). La activacion del receptor Tie-2 por Ang-1
da como resultado la activacion de Racl, que inactiva RhoA. El Racl activado promueve la
acumulacion de VE-Cadherina en las uniones inter-endoteliales, mientras que la inactivacion
de RhoA previene la formacion de fibras de estrés de actina y juntas conducen a la
estabilizacion de la barrera endotelial. Ang-2, un antagonista de Ang-1, compite con Ang-1 por
el receptor comin Tie-2 y conduce al debilitamiento de la barrera endotelial al inhibir la union
de Ang-1 e interrumpir la cascada de sefializacion protectora de la barrera (Singh et al., 2018).

La pérdida de VE-Cadherina de las uniones endoteliales puede ocurrir a través de
maltiples mecanismos: por su internalizacion mediante fosforilacion directa en residuos de
aminocidos clave, por internalizacion a través de vesiculas recubiertas de clatrina, por fuerzas
mecanicas que operan a través del citoesqueleto de actina y Rho GTPasas o por regulacion de
sus niveles de expresion (Seet et al., 2009).

Varios estudios han reportado que la sefializacion de la E-selectina, expresada en el
endotelio vascular, recluta monocitos y células polimorfonucleares. Por otra parte, la expresion
de VE-cadherina esté alterada en la infeccion del dengue, debido a las diferentes alteraciones
funcionales en el endotelio (Krishnamurti et al, 2002). También presenta cambios en los niveles
de marcadores de activacion endotelial, incluidos ICAM-1 y VCAM-1. Este Ultimo libera
sefales intracelulares lo que conlleva a la pérdida de la adhesion de VE-cadherina, produciendo
un aumento de la permeabilidad junto con la regulacion de la misma, lo que regula la funcion
de barrera de las uniones adherentes. La VE-cadherina participa en el movimiento

transmembranal y su regulacion a la baja o ausencia del dengue, esto puede ser uno de los
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factores de la formacién discreta de infiltrado inflamatorio (Cardier et al., 2006; Lin et al.,
2013).

En ese mismo contexto, la interleucina-1b (IL-1b) se sintetiza como una proteina
precursora que activa los inflamasomas?. El inflamasoma contiene una proteina rica en leucina
del dominio de unién a nucledtidos® (NLRP3) y también presenta estructuralmente un dominio
de reclutamiento de caspasa y caspasa-1 activada. El inflamasoma responde a la activacion
por componentes bacterianos y virales, como el virus del dengue (Hottz et al., 2013). Es por
esta razon que el reclutamiento de caspasa por NLRP3 conduce a la activacion de caspasa-1y,
como consecuencia, los inflamasomas activos inducen IL-1b (Kamaladasa et al., 2016), que a
su vez modula la produccion de IL-6 y TNF-a y activa las células endoteliales, regulando la
expresion de las moléculas de adhesion y alterando la morfologia de las células endoteliales.
(Hottz et al., 2014; Huang et al., 2000). En efecto, la IL-6 aumenta la permeabilidad de la
albimina de una monocapa de células endoteliales (Huang et al., 2000), también participa en
el cambio morfoldgico en las células, la formacidn de espacios entre las células adyacentes y
el reordenamiento de la F-actina (Talavera et al., 2004).

Debido a esto, la secrecion local de IL-6 e 1L-8 por las células endoteliales infectadas
con DV puede aumentar el reclutamiento de leucocitos y activar o dafar las propias células
endoteliales (Chen et al., 2002; Juffrie et al.,2000). Es importante tener en cuenta que el papel
de IL-8 y otra citocinas como activadores de las vias de sefializacion de PTK, que, mediante la
fosforilacion de dianas especificas, podrian inducir la reorganizacién estructural de TJ (uniones
estrechas, actua como una barrera selectiva al paso de iones y otras moléculas) y actina (Medin

et al., 2005)

2 complejos multi-moleculares intracelulares que controlan la actividad de la caspasa-1 en el sistema inmunolégico
innato.
3 molécula adaptadora conocida como proteina tipo mota asociada a la apoptosis.
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En paralelo, las células dendriticas inmaduras sobre-producen MMP-9 dependiendo de
la carga viral del virus, lo que mejora la permeabilidad endotelial, pero, son reducidos por
inhibidores especificos y un anticuerpo neutralizante anti-MMP9. Esta permeabilidad esta dada
por la falta de expresion de PECAM-1 y VE cadherina, ademas de la redistribucion de fibras
de F-actina. MMP-13 activa a MMP-9 y en menor medida a MMP-2. Infeccion con DV
también va a inducir la produccion de TIMP-1 y TIMP-2, inhibidores de metaloproteasas, sin
embargo, dependiendo de la carga viral hay sobreexpresion de MMPs sobre TIMPs,
impidiendo volver a un equilibrio fisiolégico o reducir la permeabilidad vascular inducida
(Luplertlop et al., 2006).

Asimismo, la citoquina pro-inflamatoria no clasica (HMGB1) actta como un mediador
soluble, que se libera en el medio extracelular por al menos dos vias diferentes: pasivamente
por células necroticas y / o activamente por células inmunes activadas, como CD, monocitos y
macrofagos (liberan citocinas proinflamatorias TNF-a, 11-6, IL-8, IL-12, MIP-1a, MIP-1b, IL-
l1a, IL-1b e IL -1RA) (Allonso et al., 2012). Una vez fuera de la célula, juega un papel
importante como citoquina proinflamatoria, También juega un papel clave en el equilibrio entre
las citocinas proinflamatorias y antiinflamatorias, donde participa en la regulacién positiva de
las citocinas TNF-, IL-6, IL-8 e IFN, ademas, estimula las células endoteliales para inducir la
expresion de moléculas de adhesion y la liberacion de citocinas (Ong et al., 2012)

Por ultimo, la actividad de SNAI1, SNAI2 son necesarias para la diferenciacion de
células mesenquimales, ademas, es importante tener en cuenta que el factor de transcripcién
GATAZ2 esta involucrado en la dinamica de la regulacion de la identidad de las CE, ademés la
perdida de esta misma induce en EndMT. La activacion de GATA2 en las células endoteliales

activa la transcripcion de Vegfr2, Nrply el propio GATA2 (Weinstein et al., 2020).
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6. Conclusiones

La revision sistematica permitio identificar un total de 54 moléculas involucradas en la
regulacion del fendmeno de la plasticidad de las células endoteliales inducida por el virus del
dengue. Sin embargo, sigue siendo un tema novedoso y de gran impacto para la comunidad
cientifica en este momento.

Se logré modelar la red con las interacciones moleculares que representaron el
comportamiento del fendmeno de la plasticidad celular inducida por el virus del dengue; asi,
como los nodos con mayor intermediacion (puente) importantes en la disfuncion endotelial y
en la transicion endotelial-mesenquimal. Los mismos que son relevantes en la activaciéon o
regulacion de moléculas y/o rutas de expresién, que pueden orientar el blanco de estudios en
futuras investigaciones empiricas; con el objeto de entender el marco regulatorio de los
mecanismos de la plasticidad en las células endoteliales cuando el virus del dengue esta
involucrado.

La dindmica de agrupacion de las moléculas en la red, se establecié segun las
interacciones calculadas por las distancias entre los nodos y su importancia bioldgica en el

fenémeno.

El modelo y fenémeno que se describe en esta investigacion, construyen un analisis
tedrico cualitativo del estado actual de la plasticidad de las células endoteliales inducida por el

virus del dengue, que sirve de base para su posterior comprobacion experimental.
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Anexos

Tabla 2

Distancias entre los nodos de la red de plasticidad de las células endoteliales inducida por el

virus del dengue
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