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Resumen y Abstract 6

Resumen

Identificacidn de reacciones controladoras en un modelo
computacional multi-6mico astrocitario de lipotoxicidad inducida
por acido palmitico

Los astrocitos juegan un papel importante en varios procesos en el cerebro, incluidas
condiciones patolégicas como las enfermedades neurodegenerativas. Estudios recientes
han demostrado que el aumento de acidos grasos saturados como el acido palmitico (PA)
desencadena vias proinflamatorias en el cerebro. El uso de neuroesteroides sintéticos
como la tibolona ha demostrado mecanismos neuroprotectores. Sin embargo, faltan
estudios amplios, con un punto de vista sistémico, sobre el papel neurodegenerativo de
PA y los mecanismos neuroprotectores de la tibolona. En este estudio, realizamos la
integracion de datos multibmicos (transcriptoma y proteoma) en un modelo metabdlico a
escala gendmica de astrocitos humanos para estudiar la respuesta astrocitaria durante el
tratamiento con palmitato. Evaluamos los flujos metabdlicos en tres escenarios (saludable,
inflamacién inducida por PA y tratamiento con tibolona bajo inflamacién por PA). También
aplicamos un enfoque de teoria de control para identificar aquellas reacciones que ejercen
mas control en el sistema astrocitico. Por Ultimo, analizamos las cavidades de las enzimas
asociadas a estas reacciones para determinar sus potenciales sitios de union
caracterizandolos en funcién de puntajes de ligandabilidad y capacidad de interaccion

farmacoldgica (drogabilidad).

Nuestros resultados sugieren que PA genera una modulacién del metabolismo central y
secundario, mostrando un cambio en el uso de la fuente de energia a través de la inhibicion
del ciclo del folato, la B-oxidacién de acidos grasos y la regulacion positiva de la formacién
de cuerpos cetonicos. Encontramos 25 interruptores metabolicos bajo regulacion celular
mediada por PA, 9 de los cuales fueron criticos solo en el escenario inflamatorio pero no
en el protector de tibolona. Dentro de estas reacciones, los perfiles de acoplamiento
inhibitorio, total y direccional fueron hallazgos clave, que desempefiaron un papel
fundamental en la desregulacion de las vias metabdlicas que pueden aumentar la
neurotoxicidad. De los 25 interruptores metabdlicos 16 presentaron cavidades

potencialmente drogables que, a su vez, contienen el sitio activo de la proteina. En su



conjunto, estas 16 enzimas se configuran como potenciales objetivos terapéuticos.
Finalmente, el marco general de nuestro enfoque facilitd la comprension de la regulacion
metabdlica compleja y puede usarse para la exploracion in silico de los mecanismos de
regulacién de las células astrocitarias, y potencialmente de otros tipos celulares, dirigiendo

un trabajo experimental futuro mas complejo en enfermedades neurodegenerativas.

Palabras clave: astrocitos, integracion de datos, acido palmitico, modelo computacional,

multi-émico, teoria de control, cavidades farmacolégicas.
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Abstract

Identification of controlling reactions in a astrocytic multi-omics
computational model of palmitic acid-induced lipotoxicity

Our results suggest that PA generates a modulation of central and secondary metabolism,
showing a change in the use of the energy source through the inhibition of the folate cycle,
the B-oxidation of fatty acids and the positive regulation of the formation of fatty acids.
ketone bodies. We found 25 metabolic switches under PA-mediated cellular regulation, 9
of which were critical only in the inflammatory but not in the protective tibolone scenario.
Within these reactions, inhibitory, total, and directional coupling profiles were key findings,
playing a critical role in the dysregulation of metabolic pathways that can increase
neurotoxicity. Of the 25 metabolic switches, 16 presented potentially drugable cavities that,
in turn, contain the active site of the protein. As a whole, these 16 enzymes are configured
as potential therapeutic targets. Finally, the general framework of our approach facilitated
the understanding of complex metabolic regulation and can be used for in silico exploration
of regulatory mechanisms of astrocytic cells, and potentially other cell types, directing future

more complex experimental work in diseases. neurodegenerative

Our results suggest that PA generates a modulation of central and secondary metabolism,
showing a switch in energy source use through inhibition of folate cycle and fatty acid 3-
oxidation and upregulation of ketone bodies formation. We found 25 metabolic switches
under PA-mediated cellular regulation, 9 of which were critical only in the inflammatory but
not in the protective tibolone scenario. Within these reactions, inhibitory, total, and
directional coupling profiles were key findings, playing a critical role in the dysregulation of
metabolic pathways that can increase neurotoxicity. Of the 25 metabolic switches, 16
presented potentially druggable cavities that, in turn, contain the protein's active site. As a
whole, these 16 enzymes are configured as potential therapeutic targets. Finally, the
general framework of our approach facilitated the understanding of complex metabolic
regulation. It can be used for in silico exploration of regulatory mechanisms of astrocytic
cells, and potentially other cell types, directing future more complex experimental work in

neurodegenerative diseases.



Keywords: Astrocytes, data integration, palmitic acid, computational model, multi-
omics, control theory, drugable cavities.
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Introduccion

Los astrocitos estan involucrados en varias funciones que son esenciales para el
mantenimiento de la homeostasis del cerebro, asi como en la captura y liberacion de
metabolitos para la protecciébn neuronal (Buskila et al., 2019); Tanto en condiciones
fisiolégicas como patoldgicas, los astrocitos juegan un papel crucial en la sinaptogénesis,
liberacién de neurotransmisores, neuroinflamacion, eliminacion de sustancias toxicas,
amortiguacion y liberacion espacial de K *, entre otros (Cabezas et al., 2012; Gonzalez et
al., 2020; Robertson, 2018; Volterra & Meldolesi, 2005). Un papel importante de los
astrocitos y su interaccién con las neuronas, se da durante el metabolismo de los acidos
grasos (AG) (De Carvalho & Caramujo, 2018; Hashimoto & Hossain, 2018). Uno de los
acidos grasos saturados mas comunes y predominantes en el cuerpo humano es el 4cido
palmitico (PA) que en exceso genera lipotoxicidad. Esta condicion metabdlica induce la
activacion de vias proinflamatorias como NF-kB, lo que resulta en una mayor expresion de
citoquinas proinflamatorias como TNF, IL-1, IL-6. Lo anterior desencadena respuestas
patolégicas como procesos inflamatorios, formacidén de ceramidas, estrés oxidativo (EO),
entre otras (Carta et al., 2017; Fatima et al., 2019; Frago et al., 2017). En este contexto,
estudios recientes han determinado la asociacion entre PA y desregulacion metabdlica en
astrocitos. Esto genera modificaciones en el correcto funcionamiento del sistema nervioso
central por el cambio de ambiente glial y aumenta el riesgo de desarrollar demencias, como
esclerosis lateral amiotréfica (ELA), enfermedad de Alzheimer (EA), enfermedad de
Huntington (EH), enfermedad de Parkinson ( PD), entre otros (Luterman et al., 2000; Melo
et al., 2019; Ortiz-Rodriguez et al., 2019; Patil et al., 2006; Wong et al., 2014a).

Estudios recientes han descrito el papel crucial de los estrdgenos neuroactivos, como la
tibolona, como candidatos beneficiosos para el tratamiento de enfermedades
neurodegenerativas (Martin-jiménez & Gonzélez, 2020). Ademas, la tibolona ha sido un
tratamiento Util para la osteoporosis en mujeres posmenopausicas y ha tenido efectos
antidepresivos (Arevalo et al., 2015; Crespo-Castrillo & Arevalo, 2020). Se ha demostrado
que la tibolona reduce la fragmentacion nuclear y la produccion de especies reactivas de
oxigeno, asi como la activacion de la via de sefializacién Akt/GSK3 que genera actividad

antioxidante en cultivos neuronales, entre otros efectos (Dhandapani et al., 2005; Martin-
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jiménez & Gonzélez, 2020). Sin embargo, los estudios del metabolismo de los astrocitos en
asociacion con la lipotoxicidad y el tratamiento con tibolona se han centrado en descifrar
elementos especificos a través de la simulacién experimental, ignorando los mecanismos
gue pueden ocurrir en multiples niveles de organizacion biol6gica (6micas) y creando una
falta de comprensién sobre la relacion metabdlica entre estas interacciones (Ravindran et
al., 2019). En este aspecto, con el aumento y la disponibilidad de datos multibmicos a gran
escala, existe un enorme potencial en los conocimientos biolégicos que se pueden extraer
de la integracion de estos datos (Currais et al., 2015) como se ha hecho con otros
organismos en el estudio de la respuesta a las condiciones ambientales cambiantes
(Bardozzo et al. 2018). Por lo tanto, desarrollar una visién integral de los mecanismos
implicados en el comportamiento cerebral implica enfoques sistémicos, que pueden
evaluarse a través de representaciones matematicas del metabolismo, como las redes
metabdlicas a escala del genoma (GEM, por sus siglas en inglés) (Basler & Nikoloski, 2011;
Nielsen, 2017a). Estos modelos generalmente se construyen a partir de varias fuentes de
datos (es decir, evidencia basada en la literatura, informacion de bases de datos bioldgicas,
entre otros) y permiten la integracién de datos multiomicos que apuntan al descubrimiento
de vias y mecanismos moleculares afectados por un estado de enfermedad (Marttinen et
al., 2019; Ramon et al., 2018; Rezola et al., 2015; Woérheide et al., 2021). Los GEM también
han demostrado su eficacia para identificar reacciones metabodlicas esenciales en un
sistema metabdlico y desentrafiar el control celular, lo que conduce a la prediccion de las
relaciones genotipo-fenotipo (Basler et al., 2016; Sweetlove & George Ratcliffe, 2011). Sin
embargo, los métodos convencionales utilizados para interrogar a estos modelos, como el
analisis de balance de flujo y sus derivados, han demostrado ser generalmente sesgados,
ya que restringen el espacio de flujo a un estado de referencia a priori al suponer que el
organismo optimiza segun un objetivo celular (Lewis et al., 2012; Schuetz et al., 2007). Por
otro lado, los enfoques imparciales no requieren ningdn conocimiento apriori de los
objetivos celulares, permitiendo estudiar sisteméaticamente el control de las redes
metabdlicas a gran escala, lo que ofrece informacion mecanicista sobre la regulacion celular
(Basler et al., 2016). Por lo tanto, mediante la aplicacion de un enfoque imparcial, como la
Teoria de Control, podemos identificar grupos de reacciones que estan controladas directa
o indirectamente por la célula para controlar ain mas su actividad general, sin un

conocimiento previo de los objetivos celulares (Basler et al., 2016; Basler & Nikoloski, 2011).



Por lo tanto, se encuentran con un enfoque computacional imparcial (Basler & Nikoloski,
2011; Terzer & Stelling, 2008).

Este enfoque nos permiti6 comprender el mecanismo del metabolismo astrocitario en
condiciones lipotéxicas y tratamiento con tibolona. Ademas, demostré ser clave para
proponer nuevos y mejores marcadores de activacion/lesion astrocitaria, lo que lleva a una
mejor comprensién de los aspectos biolégicos involucrados en la degeneracion neuronal.
A pesar de su utilidad, no existen estudios previos que hayan aplicado un enfoque de teoria
de control e integracién multiémica sobre redes metabdlicas para dilucidar los mecanismos

asociados con fenémenos de enfermedades neurodegenerativas en GEM astrociticos.

Este estudio tuvo como objetivo identificar las reacciones de control de la respuesta
astrocitaria humana al PA en un GEM multiomico, mediante la actualizacion de un modelo
de astrocito de alta calidad publicado previamente por nuestro grupo (Osorio et al., 2020a)
y la integracién de datos de transcriptoma y proteoma bajo dos tratamientos (control, bajo
PA y bajo tratamiento con PA/tibolona). Usamos reglas de asociaciéon y reduccion de
dimensionalidad para identificar reacciones que se activan o desactivan en el modelo
especifico del contexto. También aplicamos un enfoque de teoria de control para identificar
aguellas reacciones de control que son clave para cambiar entre estados funcionales en el
sistema. Por Ultimo, empleamos métodos de identificacion y caracterizacion de cavidades
drogables para la determinacion de posibles blancos terapéuticos. Nuestros resultados
mostraron cambios significativos en el metabolismo celular bajo diferentes tratamientos,
activando mecanismos inflamatorios en el caso de la AP y posibles mecanismos protectores
en el caso de la tibolona, ademas, identificamos proteinas que pueden constituir posibles
blancos terapéuticos. Esta investigacion sentara las bases para futuras investigaciones
farmacoldgicas, encaminadas a crear terapias mas eficaces, y en el campo del control,

encaminadas a extender sus aplicaciones a los fenémenos biolégicos.



6 Identificacion de reacciones controladoras

1.Antecedentes

1.1 Astrocitos y su importancia en la homeostasis

cerebral

A finales del siglo XIX el histélogo Lenhosék introdujo el término astrocito para referirse a
una célula en forma de estrella; lo anterior permiti6 plantear el concepto de que los
astrocitos eran eléctricamente silenciosos, y que ademas tenian funciones tan importantes
como las células neuronales (Buskila et al., 2019). Asi, en las Gltimas décadas se ha llevado
una extensa investigacion biolégica, especialmente durante los ultimos 25 afios (Wong et
al., 2014a). Los avances han establecido que los astrocitos realizan una gran cantidad de
funciones, dentro de las cuales se ha descrito su versatilidad de respuesta a los estimulos
percibidos en su microambiente celular, asi como, su reaccién a las moléculas liberadas
por neuronas y otras células del cerebro (Hidalgo-Lanussa et al., 2020; Ortiz-Rodriguez &
Arevalo, 2020; Ying et al., 2019). Lo anterior se debe a que, estas células son un grupo
heterogéneo, con al menos 11 subtipos principales en los mamiferos y por lo tanto, cumplen
diferentes papeles en el sistema nervioso central (Herculano-Houzel & Dos Santos, 2018;
Verkhratsky & Butt, 2018). El primer grupo clasico contiene los astrocitos protoplasicos en
la sustancia gris y numerosas ramas, y el segundo grupo son los astrocitos fibrosos en la
sustancia blanca, estos estdn asociados con los tractos axonales mielinizados y estan
relacionados con los nodos de Ranvier. Estudios recientes han aumentado la clasificacion
de los astrocitos como: astrocitos asociados a la superficie, astrocitos velados, astrocitos
de Gomori, astrocitos perivasculares y marginales, astrocitos radiales, astrocitos
interlaminares, astrocitos polarizados y astrocitos de proyeccion varicosa; estos tres ultimos
subtipos de células estan solo en el cerebro de humanos (Souza et al., 2019; Verkhratsky,
A., and Nedergaard, 2018; Verkhratsky & Butt, 2018). Sin embargo, se han reconocido
clases adicionales de poblaciones de astrocitos como: la glia de Muller, la glia de
Bergmann, la glia perivascular, la glia ependimaria y la glia marginal (Matyash &
Kettenmann, 2009).

Desde el punto de vista arquitecténico, los astrocitos se acoplan de manera similar a un

mosaico asociada con la heterogeneidad funcional y morfol6gica de estos (Allen et al.,



2018; Verkhratsky, A., and Nedergaard, 2018). Estas células tienen la capacidad de
coordinarse con las células vecinas en el SNC y representan al menos la mitad de los
contactos sinapticos en el cerebro humano, donde pueden ejercer contacto con mas de 2
millones de sinapsis tripartitas (Allen et al.,, 2018). Ademas, esta arquitectura es
fundamental para la funcién y regulacion metabdlica del cerebro y el acoplamiento
neurovascular. Asi, los astrocitos han sido posicionados como células importantes en la
homeostasis del cerebro, donde, sus roles clave van desde la regulacion sinaptica (sinapsis
tripartita), mantenimiento, poda y remodelacion de sinapsis en el desarrollo hasta la
contribucién en procesos de envejecimiento y desarrollo de enfermedades (Buskila et al.,
2019).

La evidencia emergente de la dltima década ha exhibido la multiplicidad de funciones
dirigidas a mantener la homeostasis cerebral (A. Singh et al., 2019). Investigadores como
(J. E. B. and M. V. Sofroniew, 2015) se han centrado en el papel de la glidlisis reactiva, la
cual implica reacciones complejas entre células de diversos linajes como la microglia. Sin
embargo, existen otros mecanismos modulados por los astrocitos para proteger el SNC en
condiciones basales y después de una lesion. Por ejemplo, los astrocitos han sido
estudiados, por su tarea de amortiguar iones de potasio K* generados por las neuronas
mediante estimulacion intensiva (Wong et al., 2014a). Sin embargo, la mayoria de los
estudios se han centrado en el estudio del uso de iones de calcio y vias de sefializacion
relacionadas para integrar informacion molecular de los astrocitos (Fatima et al., 2019; Y.
Kim et al., 2019). Es importante mencionar que la liberacion de gliotransmisores se modula
a través de cambios de concentracion de calcio intracelular ([Ca?'] i) y vesiculas sinapticas
gue involucran un mecanismo de regulacién estrictamente controlado (Han et al., 2020).
Estudios recientes han evidenciado al menos siete mecanismos mediante los cuales los
astrocitos protegen el sistema nervioso (Bylicky et al.,, 2018; Cummings et al., 2014),
evidenciando el papel de los astrocitos en la degradacion de cimulos malignos de proteinas
beta-amiloide (Xiao et al., 2014) y alfa-sinucleina (Fellner et al., 2013), tipicos de Alzheimer
(AD) y Parkinson (PD), respectivamente. Adicionalmente, se ha probado que estas células
regulan los niveles de K* (Tong et al., 2014) y previenen la excitotoxicidad (Lee et al., 2013)
en la enfermedad de Huntington (HD). Sin embargo, a pesar de ser uno de los mecanismos

mas estudiados, alun se desconocen en totalidad los mecanismos moleculares que
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gobiernan la influencia de los astrocitos en la actividad sinaptica (Buskila et al., 2019; Wong
et al., 2014a).

1.1.1 Astrocito, lipotoxicidad y tibolona

Debido a la gran cantidad de funciones que realizan los astrocitos y su rol en la homeostasis
cerebral, estos pueden modular respuestas morfolégicas y moleculares en respuesta a una
lesion o agresion (Michael Hay, David W Thomas, John L Craighead, 2009). Se ha
encontrado que, ante ciertos estimulos, los astrocitos pueden potenciar la
neurodegeneracion mediante la induccion de especies reactivas de oxigeno (Hidalgo-
Lanussa et al., 2020), incremento en la produccion de citocinas proinflamatorias (Matias et
al., 2019), asi como interleucinas (IL)-1B, IL-6, y TNF-a (Crespo-Castrillo & Arevalo, 2020),
inhibicion enzimatica (Hidalgo-Lanussa et al., 2020) y el decrecimiento de la viabilidad
celular, entre otros (J. E. B. and M. V. Sofroniew, 2015).

Estudios como los realizados por (Ortiz-Rodriguez et al., 2019) han demostrado que el
exceso de acidos grasos saturados (lipotoxicidad) aumenta la activacion de la microglia y
los astrocitos, asi como la expresién de factores neuroinflamatorios, acelerando el deterioro
de procesos de aprendizaje y memoria. Respaldando lo anterior, (Luterman et al., 2000),
han establecido una fuerte relacion entre la inflamacion crénica desatada por mediadores
inflamatorios como IL - 18 y ciclooxigenasa - 2 por acidos grasos saturados y el desarrollo
de EA (Figura 1). Ademas, se ha demostrado que acidos grasos como el acido palmitico
(PA) y el acido estearico aumentan la secrecién del péptido amiloide AR (2,8,38). Ademas,
estudios realizados por (Jacobs & Tavitian, 2012) han demostrado que los astrocitos
pueden desempefar un papel critico en respuesta a los acidos grasos. Lo anterior, debido
la produccion de varias citocinas y factores proinflamatorios como, TNF-qa, IL-6 y C1q, que
tienen la capacidad de conducir a la neuroinflamacién y generar muerte celular,
demostrando el papel regulador de los astrocitos en eventos como la proliferacion y
diferenciacion celular. Ademés, factores como la IL-1B secretada por la microglia en
eventos de lipotoxicidad, conducen a la elevacion de la concentracion de GSK-3 en las
neuronas e induciendo al fenotipo astrocitico Al, el cual presenta la pérdida de la
estimulacion de la supervivencia neuronal, la sinaptogénesis y la fagocitosis (Hidalgo-
Lanussa et al., 2020; Jacobs & Tavitian, 2012; Segré et al., 2002; Valenza et al., 2011).
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Figura 1: Representacion esquematica de cambios conocidos en astrocitos en respuesta a PA en la
enfermedad de Alzheimer. a) Dafio asociado a factores ambientales como &cidos grasos libres (AP) elevados;
b) PA inicia la activacién de inflamasomas NLRP3 y NLRC4 en astrocitos o células de microglia para liberar
moléculas inflamatorias como IL-1B, IL-6 y moléculas inflamatorias més diversas; c) Las citocinas inflamatorias
juegan un papel clave en la potenciacion de la patologia de Tau por la expresion de las quinasas dependientes
de fosforilacion CDK5 y GSK-3f en neuronas aumentando la hiperfosforilacién de Tau; €) La hiperfosforilacion
de Tau genera un desprendimiento de microtibulos y agregados en forma de oligdmeros; f) Los agregados de
Tau diseminados dentro de la neurona provocan un efecto de siembra de Tau; g) La propagacion mediada por
exosomas es uno de los mecanismos de propagacion de Tau. Los exosomas son captados por microglia y
pueden volver a liberarse en el cerebro mejorando la propagacién de Tau. Ademas, los astrocitos h) tratados
con palmitato elevan la expresién de las quinasas dependientes de fosforilacion CDK5 y GSK-33 y aumentan
el nivel de calcio en las neuronas; i) los niveles de calcio aumentan la actividad de la calpaina, posteriormente
la calpaina potencia p25 / Cdk5 que transloca pSTAT3 al nlcleo; j) los niveles elevados de STAT3 podrian
incrementar transcripcionalmente BACEL y presenilina-1; k) Lo anterior da como resultado un aumento de los
ovillos neurofibrales y la amiloidogénesis en las neuronas; d) En conjunto, las diversas moléculas inflamatorias
inducen a otras células como monocitos a cruzar la BHE y liberar moléculas inflamatorias mas diversas.
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En este contexto, se han evaluado compuestos estrogénicos como la tibolona, debido a
que han demostrado efectos beneficiosos en enfermedades degenerativas y cronicas (Avila
et al., 2014; Modelska & Cummings, 2015). La tibolona, actia mediante su unién a
receptores de estrdgeno, andrégeno o progesterona y ejerce efectos protectores al reducir
la muerte celular de los astrocitos y los mecanismos de sefializacion de estrés oxidativo
(Hidalgo-lanussa et al., 2017). Autores como (Farfa & Gallardo, 2014) han demostrado que
la tibolona mejora los déficits cognitivos, mediante la proteccion del hipocampo en ratas
macho expuestas al ozono. A nivel in vitro, se ha demostrado que la tibolona ejerce efectos
protectores en células gliales, ya que, reduce la inflamacion y previene el dafio oxidativo en
la microglia expuesta por acido palmitico, reduciendo el estrés oxidativo y preservando el

potencial de la membrana mitocondrial (Crespo-Castrillo et al., 2018).

1.2 Biologia de sistemas y modelos metabdlicos a

escala gendémica

La curiosidad por el entendimiento del fenotipo metabdlico y su relacién con los multiples
factores que trabajan juntos en un organismo ha crecido rapidamente durante las Ultimas
décadas. La implementacién de nuevas técnicas moleculares y su constante mejora han
permitido obtener datos 6micos con mejores niveles de curacién que, junto a su registro en
base de datos, ha permitido llevar a la investigacion a escalas sistémicas (Becerra-Calixto
& Cardona-Gomez, 2017; P. Chen et al., 2018; Wuchty, 2019). Este paradigma, definido
como biologia de sistemas, abarca un campo interdisciplinario con la premisa de crear una
comprension holistica de las células, organismos y comunidades (Gonzalez et al., 2020).
Asi, la biologia de sistemas junto a los avances tecnoldgicos en la secuenciacion de ADN
de proxima generacion (Bélanger & Magistretti, 2009), mediciones del transcriptoma
mediante RNA-seq (M. V. Sofroniew, 2014), entre otras han aumentado en gran cantidad
la recopilacion de datos multi-6micos (Becerra-Calixto & Cardona-Gémez, 2017; Nielsen,
2017a). Lo anterior, ha proporcionado la motivacion cientifica de combinar datos generados
a partir de multiples enfoques 6micos como: metabolémica transcriptémica, gendémica y

protedmica (Becerra-Calixto & Cardona-Gomez, 2017).

Por otra parte, el uso de modelos de redes metabdlicas, generados en principio a través

de la gendmica (Hyduke et al., 2011) ha facilitado la compilacién, integracion y andlisis de
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datos multi-6micos (Altenbuchinger et al., 2019). Una de las caracteristicas mas importantes
de este tipo de modelado, es que cada reaccidn esta asociada con una 0 mas enzimas que
son codificadas por genes especificos, llevando a la relacion gen-proteina-reaccion,
permitiendo superponer diferentes datos 6micos (Gonzalez et al.,, 2020). GEMs han
constituido una herramienta valiosa, ya que han sido ampliamente empleados para el
estudio de fenotipos celulares, siendo utilizados para analizar el metabolismo a nivel
sistémico (Becerra-Calixto & Cardona-Gémez, 2017). Tal informacion tiene importantes
implicaciones en la comprension de los sistemas biolégicos, en particular en el ambito
clinico (Y. Y. Liu et al., 2011).

Tradicionalmente, los GEMs han sido utilizados para simular fenotipos especificos y/o
deseados de células u organismos, lo que permite contextualizar el metabolismo celular y
su capacidad metabdlica de acuerdo con condiciones ambientales e intrinsecas (Manninen
etal., 2019). Estos modelos tienen la ventaja de que debido a su representacion matematica
y computacional, pueden ser interrogados por los mismos medios, y en general entendidos
dentro del &mbito de la optimizacion lineal. Uno de los método mas comiunmente usados
para interrogar estos modelos es Analisis de Balance de Flujo (FBA), el cual permite evaluar
los flujos intracelulares, para predecir estados metabdlicos celulares termodinamicamente
factibles bajo ciertas condiciones (Figura 2) (Orth et al., 2010). Lo anterior, permite
seleccionar aquellos valores de flujo metabdlico que, en suma, pueden optimizar la funcion
objetivo que es biolégicamente relevante para el organismo de estudio (Nielsen, 2017c;
Pinu et al., 2019). Mediante la seleccion de restricciones, las cuales buscan acotar el

espacio de solucion de la optimizacién (Orth et al., 2010).
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Figura 2. Esquemade andlisis de balance de flujo (FBA). (a) En primer lugar, la red metabolica construida,
consiste en una lista de reacciones bioguimicas (R1, R2, R3, Rn) estequiométricamente equilibradas. (b) Esta
reconstruccion se convierte en un modelo mateméatico descrito como una matriz estequiométrica (etiqguetada
como S) donde cada Columna representa la reaccidon y cada fila representa un metabolito. En estado
estacionario, el flujo a través de cada reaccion estd dado por la ecuacidon Sv=0, es decir, el cambio de las
concentraciones de todos los metabolitos “x” en el tiempo es cero (dx/dt =0). donde el flujo a través de todas las
reacciones esta representado por el vector “v”. (c) De acuerdo con las anteriores expresiones, se busca una
maximizacion o minimizacion de una funcién objetivo, que puede ser cualquier combinacion lineal de flujos para
cada reaccion, indicando cuanto contribuye cada reaccién a la funcién objetivo. Por lo tanto, la optimizacion
permite encontrar la distribucion de flujos particular que permita encontrar la solucién éptima para esta funcion
objetivo mientras se observan las restricciones dado el principio de balance de masa y los limites de reaccion
(Orth et al., 2010; Osorio et al., 2020b).

Recientemente, autores como (Pinu et al., 2019; Thiele et al., 2013a) resaltan la extension
de estos modelos a modelos de interaccion proteina-proteina, modelos de redes de
reacciones metabolicas y redes genéticas reguladoras. Sin embargo, estos modelos siguen
siendo “reduccionistas”, en el sentido de que solo permiten el modelado de una unica 6mica
(Palsson, 2009). Aun asi, han sido la base para la creacion de redes multicapa, para la
representacion sistémica de las interacciones especificas entre diferentes émicas (Nielsen,
2017c). Lo anterior con la finalidad de: (1) integrar informacién reguladora de muchas partes
o entradas del sistema y (2) transformar esta informacion para regular multiples procesos o
partes (Orth et al., 2010; Thiele et al., 2013b; Z. Wang et al., 2009).

Vale la pena mencionar que la integracion de las émicas en los GEMs permite mejorar la
predictibilidad de estos, potenciando su interpretacion y la extracciéon de informacion
biol6gicamente relevante y novedosa (Nielsen, 2017b). Ademas, los datos 6micos basados
en datos experimentalmente extraidos, se utilizan a menudo para reflejar la heterogeneidad
de los perfiles biomoleculares y sus multiples interacciones entre diferentes niveles
celulares, permitiendo obtener predicciones cercanas a la realidad de los sistemas

biologicos y los procesos moleculares (Jendoubi, 2021). Por lo tanto, los GEMs son una
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herramienta integradora para las 6micas, De tal manera, se ha generado un interés
creciente en la biotecnologia, como, por ejemplo, la medicina personalizada para tratar
enfermedades metabdlicas como la obesidad, la resistencia a la insulina, la esteatohepatitis
no alcohdlica, el cancer, entre otros (Nielsen, 2017b), a partir del entendimiento de

mecanismos moleculares complejos.

1.3 Modelos a escala gendémicay controlabilidad de

sistemas

Como se ha establecido con anterioridad, debido al aumento de las tecnologias de
secuenciacion, las investigaciones modernas se han centrado en comprender cémo se
controlan los sistemas biologicos mediante el modelado metabdlico (Menara et al., 2017).
Tal paradigma, ha permitido entender los sistemas complejos como la célula, desde una
perspectiva holistica, complementando el enfoque reduccionista ampliamente utilizado
(Ravindran et al., 2019). Asi, las redes metabdlicas han pasado a ser una herramienta
poderosa para la comprension sistémica de los organismos (Price et al., 2004). Estas
representaciones matematicas han implicado la comprension de los estados fisico-quimicos
de las células que junto a la utilizacion del principio del estado estacionario, facilita las
predicciones de las relaciones genotipo-fenotipo (Orth et al., 2011; Suthers et al., 2009)
Ademas, las caracteristicas topolégicas de las redes contribuyen a la robustez y la
flexibilidad de los sistemas complejos, analizables desde la perspectiva de la teoria de
grafos, estadistica, fisica y simulacibn computacional para el entendimiento de las
relaciones entre la estructura y funcion de los distintos conjuntos de elementos que

componen un sistema bioldgico.

Recientemente, la teoria de control de redes metabdlicas ha permitido investigar los
principios de control de las interacciones biol6gicas complejas a través de un conjunto
minimo de nodos de entrada (sitios de control) (Sajitz-Hermstein & Nikoloski, 2013). Los
sitios de control son reacciones, ya que los autores cuantifican la contribucién de estas
reacciones en el modelo de interés en la distribucion de flujos metabdlicos (Sajitz-Hermstein
& Nikoloski, 2013). Ademas, estas reacciones son sitios potenciales de control, ya que el

efecto de su manipulacion depende de la accién distribuida sobre varias reacciones
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llevando a un efecto potencial sobre la funciébn metabdlica (por ejemplo, de un estado de
virulencia a un estado menos virulento como esel caso del VIH)(Ravindran et al., 2019;
Sajitz-Hermstein & Nikoloski, 2013). Asi, el modelado matemético de procesos metabdlicos
ha permitido la identificacién de sitios de control y su contribucién en la funcionalidad de
una red metabdlica determinada (Basler et al., 2016). Lo anterior se debe a que, este
enfoque sistémico permite entender las células como sistemas con elementos
interconectados, permitiendo obtener propiedades emergentes no apreciables en estudios
enfocados a elementos locales (Nielsen, 2017b). Estas propiedades emergentes son
definidas como aquellas propiedades que surgen de la combinacién de las propiedades y
relaciones de los elementos individuales. En el campo del modelado, estas propiedades
permiten predecir el comportamiento del sistema bajo diferentes escenarios. Asi, la
controlabilidad de redes metabdlicas se abre como un campo nuevo pero poderoso, siendo
asi una ciencia robusta y activa enfocada en el control de sistemas (Schwartz et al., 2019;
Wuchty, 2019).

La controlabilidad de sistemas o teoria de control se basa en fundamentos matematicos
gue en nuestro caso es asociado al acoplamiento de flujo entre reacciones. La idea central
de esta teoria es que una reaccion activa puede controlar la actividad de otras reacciones,
por lo que, al manipular esta reaccion es posible controlar directamente una reaccién a la
que esta acoplada. Asi, la dinamica de nodos y la identificacién de aquellos denominados
controladores pueden generar informacion importante para identificar los controladores
directos de la actividad de todas las reacciones de la red (Asgari et al., 2013; Guo et al.,
2018; Sajitz-Hermstein & Nikoloski, 2013). Basler et al., (2016a) han desarrollado este
enfoque para identificar el conjunto mas pequefio de reacciones controladoras que ofrecen
control sobre toda la red, por lo que se optimizan los acoplamientos cualitativos entre las
reacciones. En este sentido, se ha propuesto que una reaccién que tiene las cinco
posibilidades de acoplamiento, es un nodo controlador critico, que puede controlar toda la
red. Sin embargo, se ha descrito que una reaccion que cuenta con al menos tres tipos de
acoplamientos (R1), puede usarse para controlar el flujo de otra reaccién, como se observa

en la figura 3.
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Figura 3. Representacion del grafo de acoplamiento de flujo. Reacciones internas de la red metabdlica.
Los vértices representan reacciones y los bordes etiquetados representan las cinco relaciones de acoplamiento
(representadas por diferentes colores; ver leyenda). El principio de estado estacionario implica que algunas
reacciones operan de manera concentrada, lo que conduce a relaciones de acoplamiento de reacciones. Una
reaccion i esta acoplada direccionalmente a j si gj ¥ = 0 implica oi ¥ = 0, donde el estado o patrén de actividad

“

de reaccion “0”, esta dado por el vector de flujo generado “v”. El acoplamiento parcial es un caso especial de
acoplamiento direccional y total: dos reacciones, i y j, estan parcialmente acopladas si tienen el mismo estado.
Si una de las dos reacciones esté inactiva, entonces un flujo de estado estable (distinto de cero) solo es posible
si la otra reaccion tiene un flujo distinto de cero, lo cual definiria a dos reacciones anti-acopladas. Por ultimo,
una reaccion i se acopla de manera inhibitoria a una reaccion j si un flujo maximo de reaccion i implica que j
esta inactivo. Lo anterior se podria resumir de la siguiente manera: (1) un flujo direccional y total (o activo) de
R1 conduce a la activacién de R2 y R3 y la inactivacion de R4 y R5; (2) un flujo inactivo de R1 conduce a la
desactivacion de R2 y la activacién de R4 y R5; (3) un flujo inactivo de R1 conduce a la activacién de R2 y la
desactivacion de R4. Tomado y modificado de Basler et al., (2016a).

Debido a la novedad de la controlabilidad de redes, son pocos los intentos de aplicar este
enfoque a sistemas bioldgicos, sin embargo, los resultados de las diversas investigaciones
marcan un precedente de la utilidad clinica de estas herramientas. Lo anterior se ha
evidenciado en la construccion y mejoramiento de modelos como HepatoNet (modelo de
higado) (Gille et al., 2010), rindn (Chang et al., 2010), cerebro (Lewis & Abdel-Haleem,
2013), eritrocitos (Aarash Bordbar et al., 2011), entre otros. En la tabla 1 hemos recopilado
algunos de los avances mas representativos asociados al uso de la teoria de control con
modelos biolégicos. De hecho, con esta acumulacion de conocimientos sobre el mecanismo
molecular de las enfermedades y el desarrollo de diagndsticos, basados en la biologia de
sistemas, se han acufiado conceptos como la medicina P4 o Medicina sistémica (Nielsen,
2017b).

Tabla 1. Modelos biolégicos estudiados desde las perspectivas de teoria de control

y biologia de sistemas.
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Autor Modelo Estudio Conclusién
(Sajitz- Rescate de la red
Hermstein & E. coli metabdlica de E. coli Estimulos puntuales a nivel local en la red
Nikoloski, 2013) de un fenotipo letal son suficientes para cambiar el estado del
mediante la sistema global.

eliminacion de
algunos genes
codificantes.

(Bidkhori et al., Identificacion de metabolitos y genes que
2018) Cancer Busqueda de blancos pueden ser dirigidos para el tratamiento del
terapéuticos. cancer mediante la combinacién de la

topologia de la red y analisis de teoria de
control identificando dianas objetivo como
blancos terapéuticos.

(Ravindran et Analisis de controlabilidad para generar un
al., 2019) Virus de Identificacion de modelo de virus de estado menos infeccioso.
inmunodeficiencia nodos que conducen
humano tipo 1 (VIH-1) a la red del virus.

Dentro de este contexto, estos estudios son un paso fundamental y revolucionario, debido
a que estos han permitido el desarrollo de mdultiples enfoques para el estudio de la
controlabilidad de redes y la identificacion de blancos para el tratamiento de enfermedades
de manera holistica (Nielsen, 2017b). Por ejemplo, (X. Liu & Pan, 2014), desarrollaron la
teoria de insumos minimos para caracterizar la controlabilidad estructural de las redes
dirigidas, permitiendo identificar un conjunto minimo de nodos control. En general, autores
como (Kanhaiya, 2020) han permitido definir, de acuerdo a esta teoria, un sistema dinamico
en un sistema controlable, si con una seleccién razonable de fuentes de entrada, se puede
generar cualquier estado subyacente a cualquier estado final deseado. Los avances
recientes en los enfoques enmarcados en la teoria de control asociado a las redes
metabdlicas han ofrecido un fuerte marco matematico y computacional para la investigacion
de relaciones estructurales y funcionales (Basler et al., 2016; Larhlimi et al., 2012; Yuan et
al., 2013). El objetivo de identificar un numero de entradas denominadas nodos
controladores, ademas, es una herramienta poderosa para dirigir el sistema desde cualquier
estado inicial a cualquier estado final de tipo finito (Basler et al., 2016b). Por lo tanto, los
enfoques holisticos como los mencionados anteriormente para el estudio de enfermedades
complejas, permiten centrarse en mdltiples genes, mejorando el enfoque tradicional al
identificar el objetivo cuya perturbacién puede ser un resultado deseado para el tratamiento

de una enfermedad de manera sistémica (Ravindran et al., 2019).
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1.3.1 Astrocito y lipotoxicidad: asociacion con GEMs

El estudio de la bioquimica del cerebro ha estado centrado en la comprension de rutas
metabdlicas asociadas en su mayoria a las neuronas (Pandey et al., 2019; D. Singh &
Lercher, 2020). Sin embargo, el cerebro es un sistema complejo comprendido por varios
tipos de células que interactian constantemente de manera coordinada (Bylicky et al.,
2018). En los ultimos afios, se ha prestado atencion a las células gliales, ya que también
son esenciales para la funcionalidad cerebral, trabajando de forma coordinada con las
neuronas (Maarleveld et al., 2013). Las células gliales se dividen en tres tipos principales
de células: oligodendrocitos, microglia y astrocitos, donde estos Ultimos son las células mas
versatiles del sistema nervioso central (SNC) desempefiando funciones importantes en la
plasticidad sindptica, homeostasis y neuroproteccion (Bordel et al., 2010). Al mismo tiempo,
los astrocitos estan involucrados en la respuesta inflamatoria y desempefan un papel clave
en la progresién de enfermedades neurodegenerativas (Bordel et al., 2010; Segré et al.,
2002).

Una gran cantidad de estudios de modelos de ratén han determinado que los astrocitos
desempefan un papel complejo en la patogénesis de ENs y estos pueden contribuir a la
muerte neuronal o al proceso de alteraciones neurales (Kohl et al., 2010; Wong et al.,
2014a). Por ejemplo, se ha realizado una amplia investigacion sobre la sefializacion de
neurotransmisores, sefializacion de mensajeros, sefializacién paracrina, entre otros (Bordel
et al., 2010). De lo anterior, se ha encontrado que los astrocitos pueden perder su papel de
apoyo y adquirir una funcién téxica en la progresion de ENs. De hecho, se ha estudiado la
correlacion entre la activacion de células gliales con los cambios morfolégicos y funcionales
a partir de los procesos de inflamacion cronica, en la que se ven involucradas vias de
sefializacion y factores de transcripcion relacionados con procesos apoptéticos, ROS,

estrés del reticulo endoplasmatico, entre otros (Kohl et al., 2010).

Relacionado a lo anterior, se ha identificado una asociacion entre la obesidad, la disfuncion
cognitiva y la integridad neuronal y glial (Hidalgo-Lanussa et al., 2020). Asi, la lipotoxicidad,
un fenémeno caracterizado por el aumento de los niveles de &cidos grasos puede producir
la activacion de diversas vias metabdlicas en los astrocitos. Estudios recientes han
demostrado que astrocitos cultivados en medios condicionados con acido palmitico

presentan colapso de potencial de membrana mitocondrial (Guo et al., 2018), generacion
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de ceramidas y subsecuente produccion de citoquinas mediante la vida de la serina palmitoil
transferasa (Hidalgo-Lanussa et al., 2020), liberacion de TNF-a y IL-6, ademas de inducir
la formacion de ROS y apoptosis, entre otros (Michael Hay, David W Thomas, John L
Craighead, 2009; Souza et al., 2019; Zahra et al., 2019). Todos ellos presentes en varias
EN, como, la enfermedad de Alzheimer y EP (Durkee & Araque, 2019). Por tal motivo,
estudiar la relacion de los astrocitos y la lipotoxicidad, resulta en conocimiento provechoso

que puede ser aplicado a EN.

El uso de herramientas computacionales, como los modelos y las bases de datos, han
generado multiples enfoques en los que se integran los datos experimentales con enfoques
computacionales en el campo neurocientifico (Wong et al., 2014b). A pesar de la corta
historia de la utilizacibn de las herramientas computacionales, diferentes modelos
computacionales se han desarrollado para estudiar la complejidad de los astrocitos. Los
anteriores modelos, basados principalmente en los modelos de (G. W. De Young & Keizer,
1992), (Y. X. Li & Rinzel, 1994) y (Hofer et al., 2002), incluyen algunos modelos astrociticos
unicelulares, modelos dindmicos, modelos de redes, modelos de interaccion neurona-
astrocito, entre otros. En la tabla 2 hemos recopilado algunos de los modelos mas
representativos desarrollados para astrocitos. Sin embargo, estos modelos aun cuentan
con muy poca informacién o son modelos genéricos, por lo cual no describen de qué region
anatémica provienen los astrocitos del modelo, por lo que su reproducibilidad aun esta en

estudio.
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Tabla 2: Modelos astrociticos desarrollados desde las perspectivas de biologia de

sistemas.

Los modelos fueron agrupados en 4 categorias de acuerdo con el criterio del tipo de modelo computacional.

Modelo

Tipo de modelo
computacional

Evento modelado

(Di Garbo et al.,

Modelo de red

Dinamica de la tasa de extrusion de calcio (Ca+2) a través de la

2007) minima membrana del astrocito
Modelo Tipo de modelo Evento modelado
computacional
(Silchenko & Modelo de red Dindmica de Ca+2 en astrocitos y su dependencia a la
Tass, 2008) minima comunicacion bidireccional entre otros astrocitos para el transporte

de glutamato.

(Valenza et al.,

Modelo Li-Rinzel

Dinamica de Ca+2 en astrocitos

2011)
(Sertbas et al., Reconstruccion a Identificar caracteristicas comunes para las enfermedades de
2014) escala gendémica Alzheimer, enfermedad de Parkinson, enfermedad de Huntington,
esclerosis lateral amiotréfica, esclerosis multiple, esquizofrenia
(Martin- Reconstruccion a Elucidar una parte significativa del mapa metabdlico del astrocito,
Jiménez et al., escala genémica mediante la caracterizacion del estado isquémico y normal.
2017)*
(Osorio et al., Reconstruccion a Estudiar el rol de la tibolona en astrocitos tratados con &cido
2020b)* escala gendémica palmitico.

*Desarrollados por nuestro grupo de trabajo.

En los ultimos afios, las investigaciones centradas en las redes metabdlicas a escala

gendmica especificas del cerebro han ayudado a interpretar resultados experimentales a

través de enfoques computacionales. (Martin-Jiménez et al., 2017) desarrollaron una

reconstruccion a escala genémica de astrocitos humanos basadas en datos

transcriptomicos, obtenidos de astrocitos corticales, y de datos registrados en el Atlas




20 Identificacion de reacciones controladoras

metabdlico humano (HMA) para estudiar el comportamiento astrocitico durante condiciones
isquémicas al disminuir el consumo de oxigeno. De acuerdo a lo reportado por los autores,
a partir de este modelo fue posible identificar cambios significativos en algunas enzimas
antioxidantes, las cuales pueden estudiarse para la prevencion de lesion cerebral durante
la isquemia (Siracusa et al., 2019). Es importante destacar que esta informacién, asi como
los modelos previamente estudiados, son andamios para el andlisis de hipotesis
computacionales. Por lo tanto, es importante destacar el modelo computacional realizado
por (Osorio et al., 2020a) en el cual se probo el efecto de la tibolona durante la inflamacion
inducida por lipotoxicidad por el PA. En este modelo los autores simularon tres escenarios,
los cuales eran: escenario "saludable", un escenario de inflamacion inducida por palmitato
y tratamiento con tibolona en un escenario de inflamacion. Estos autores describieron que
el modelo tenia un comportamiento similar al de (Martin-Jiménez et al., 2017) y (Sertbas et
al., 2014). Ademas, el modelo permiti6 identificar efectos protectores contra la inflamacion,
el estrés oxidativo y la desregulacion metabdlica (P. Chen et al., 2018). Por lo tanto, estos
modelos son una herramienta que puede integrar datos multi-6micos para el estudio de

enfermedades neurodegenerativas en multiples escalas.

De hecho, en las Ultimas décadas, varias investigaciones se han centrado en la dinamica y
estructura de los sistemas complejos, especialmente los sistemas biol6gicos. La
interdisciplinariedad y multidisciplinariedad ha llevado a la basqueda conjunta entre ciencia
e ingenieria de redes, para el entendimiento de la controlabilidad de sistemas (Menara et
al.,, 2017; Ravindran et al., 2019; Sajitz-Hermstein & Nikoloski, 2013; Yuan et al., 2013).
Dado que, a nivel experimental, dicha controlabilidad esta oculta, es dificil estudiar la
controlabilidad desde una perspectiva no lineal. Sin embargo, el desarrollo de analisis
enfocados a la teoria de control, han propuesto esquemas para sistemas dindmicos no
lineales (Yuan et al., 2013). En las ultimas décadas, se han desarrollado algoritmos
eficientes con tiempo polindmico para la abstraccion y analisis de nodos necesarios para el
control de cualquier red, sin importar su dimension (Menara et al., 2017). Sin embargo, el
control de redes no homogéneas, como la mayoria de las redes bioguimicas, aun es un
desafio. Asi, se abre la puerta a la identificacion y reversion de los efectos negativos de la
lipotoxicidad en los astrocitos, impactando en gran medida en la investigacién en EN. Por
consiguiente, se ha abierto la posibilidad de integrar las metodologias anteriormente

mencionadas junto a la informacion multi 6mica de la respuesta astrocitaria bajo escenarios
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de lipotoxicidad con el GEM astrocitario. Abriendo la puerta a analisis novedosos con
relevancia terapéutica, capaces de brindar informacion valiosa sobre blancos o
biomarcadores para revertir los efectos negativos de la lipotoxicidad en los astrocitos,

impactando a su vez en la investigacion en enfermedades neurodegenerativas.

1.4 ldentificacion de Blancos moleculares: la puerta a la

medicina sistémica

La acumulacién de conocimientos sobre los mecanismos moleculares de muchas
enfermedades y el desarrollo de tecnologias novedosas para un diagndstico mas eficiente
ha generado un interés creciente en pasar del tratamiento de enfermedades en estados ya
avanzadas, la practica actual, a la prevencion de enfermedades o tratamientos en etapas
tempranas, ya que esto reduciria significativamente los costos en el sector salud (Hood &
Friend, 2011). Lo anterior se debe a que la mayoria de las terapias utilizadas actualmente
se han desarrollado basado en ensayos experimentales, limitados en su mayoria por el
enfoque reduccionista y ensayos clinicos que involucran grandes cohortes en donde se
asume que todos los involucrados responderan de manera similar. Esto ignora el hecho de
que existen diversos factores genéticos y ambientales que generan respuestas
diferenciales entre individuos (Yousofshahi et al., 2013). Por lo tanto, en la actualidad se
requiere que los blancos identificados tengan una verdadera fuerza predictiva (Hood et al.,
2004). Lo anterior ha trascendido a la biologia de sistemas para abarcar multiples

disciplinas e involucrarse en la promocién de la salud (Figura 3) (Nielsen, 2017hb).
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Figura 4. llustracion del concepto de andlisis integrador de datos y su asociacion con medicina
sistémica. (a) llustracion de como un modelo metabdlico a escala gendémica (GEM) especifico de una célula
astrocitaria, puede ser implementado para el analisis integrador de datos émicos (transcriptoma, proteoma o
metaboloma). Superponiendo estos datos en el GEM, es posible realizar predicciones que, junto a la
implementacion de teorias, como la teoria de control, es posible identificar reacciones controladoras,
metabolitos y proteinas informadoras. (b) El reporte de los datos de reacciones controladoras, proteinas y
metabolitos deben ser analizados a escala de macrodatos para la identificacion de biomarcadores que se
pueden utilizar para la estratificacion en la clinica. Estos biomarcadores son, por ejemplo, metabolitos o
proteinas, que pasan un cierto nivel cuando se desarrollan procesos celulares especificos, cambiado en relacién
con el inicio o la progresion de la enfermedad. Tomado y modificado de (Nielsen, 2017b).

Sin embargo, el avance de la medicina de sistemas aun enfrenta varios desafios:
1. El desafio de analizar grandes conjuntos de datos;

2. Las dificultades de la identificacién de las causas mecanicistas de muchos

biomarcadores;
3. El problema con la traduccion de GEM a la clinica;
4. El problema de la heterogeneidad de las muestras.

Otro desafio es que los datos multi-omicos representan diferentes tipos de informacién con
escalas de tiempo en su mayoria diferentes (Hood et al., 2004). Los metabolitos, asi como

las proteinas y el ARNm cambian en el tiempo, ya sea por modificaciones
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postraduccionales, procesos fisiologicos en diferentes tejidos, la actividad metabdlica, entre

otros (Hood & Friend, 2011; Nielsen, 2017b). Sin embargo, como se observa en la tabla 3,

son varios los estudios asociados al analisis de sistemas biologicos de tejidos humanos han

demostrado su potencial para la identificacion de biomarcadores que han sido validados

posteriormente.

Tabla 3. Ejemplos de aplicaciéon de la medicina sistémica.

La medicina de sistemas ha permitido la identificacion de cambios en partes especificas de una red metabdlica,

dando como resultado alteraciones en el metabolismo.

Autor Modelo (GEM) Objetivo

Conclusion

(Gulsen et al., | Hepatocitos Estudiar

2005) reprogramacion

metabdlica
respuesta
desarrollo de
enfermedad

alcohdlico
(NAFLD)

higado graso no

los pacientes con esteatohepatitis no alcohdlica (EHNA)
no pueden disminuir la expresién de genes que
codifican enzimas en biosintesis de serinay glicina, que
puede explicar la observacion de niveles elevados de
homocisteina plasmética y niveles disminuidos de
fosfatidilserina en el higado

(Mardinoglu et | HMR2 (modelo de | Encontrar
al., 2013)

aplicado a células | carcinoma
renales

reaccion metabdlica | biomarcador para
de humano 2) | el pronostico de

células renales

Este tipo de cancer de rifién tiene una reprogramacion
metabdlica distintiva entre todos los cénceres. Esto
asociado a una alta desregulacion de la sintesis de
heparan y condroitina sulfato, siendo estos un
biomarcador tanto para la identificacion de Ila
enfermedad como para la predicciéon de la agresividad
del tumor.

(Mardinoglu et | HMR2 (modelo de | analisis de datos
reaccion metabdlica | de transcriptomay
de humano 2), junto a | proteoma para

al., 2014)

una red proteina- | resistencia a
proteina asociada a | insulina

pacientes con
resistencia a la
insulina

Esto result6é en la identificacion del metabolismo de la
manosa es significativamente alterado en pacientes
resistentes a la insulina, y posterior analisis de
metabolémica de méas de 1.000 sujetos podria validar
manosa como un nuevo biomarcador de resistencia a la
insulina

Si bien, aun quedan muchos vacios en este tipo de estudios, la medicina sistémica ha

demostrado su potencial en la busqueda dirigida de biomarcadores que estén asociados a
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alteraciones estadisticamente significativas en las redes metabdlicas. Lo anterior genera
hipotesis acerca de ciertos metabolitos y/o proteinas, que pueden ser identificados y que
ademas proporcionan directamente una explicacién de su funcion en el desarrollo de una
enfermedad. En ese marco, la medicina de sistemas sienta las bases para expandir la

comprension personalizada de una enfermedad, puesto que permite:

1) La prediccion mediante la recopilacion de datos sobre el estado de salud del
paciente, para la identificacion temprana de biomarcadores, posibilitando asi el diagndstico,
la intervencion, la estratificacion y la prevencion oportuna de la enfermedad (Ma & Zhao,

2013). Lo anterior permite

1) Caracterizar los mecanismos patogénicos novedosos, necesarios para desarrollar

modelos predictivos del inicio de la enfermedad (Nielsen, 2017b).
2) Seguimientos preventivos.

3) Mejorar el disefio de las intervenciones terapéuticas mediante la exploracion

sistémica de posibles interacciones farmaco-blanco.

Ademas de guiar el disefio y readaptacion de farmacos ya existentes, promoviendo la
polifarmacologia al aprovechar los multiples blancos de dichos farmacos para aumentar su
eficacia terapéutica (Xu et al., 2018). Lo anterior, es una oportunidad notable en términos

de recopilacion y andlisis de datos para la eficacia terapéutica (Greener & Sternberg, 2015).

1.5 Deteccion de cavidades de proteinas blanco:
implicacion en la identificacidn de sitios alostéricos y
prediccion de la capacidad de unidon aligandos de tipo
farmacoldgico

Las cavidades de unién en superficies proteicas son importantes para la funcion de las

proteinas (Gupta et al., 2018; Xu et al., 2018). Estos sitios de union suelen estar asociados

a los sitios de una proteina en los que esta, interactiia con macromoléculas bioldgicas (ADN,

ARN y proteinas), o moléculas pequefas, como farmacos y metabolitos (Stank et al., 2016).
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La deteccion de estas cavidades a nivel computacional se ha considerado un paso
importante para la anotacion funcional de las proteinas y el disefio de farmacos basados en
la estructura (Cammisa et al., 2012). Por lo tanto, se han desarrollado multiples métodos
basados en la geometria y energia (Xu et al., 2018). Ademas, caracterizar estos sitios de
unién permite comprender principios de unién molecular (Greener & Sternberg, 2015). Lo

anterior puede llevar a modelado de farmacdéforos.

Segun la definicion dada por la Unién Internacional de Quimica Pura y Aplicada (IUPAC),
un modelo de farmacéforo es “Un conjunto de caracteristicas estéricas y electrénicas que
es necesario para asegurar las interacciones supramoleculares éptimas con un objetivo
biolégico especifico y para activar (o bloguear) su respuesta biolégica” (Xu et al., 2018). Por
lo que, un modelo de farmacéforo dentro de una cavidad proteica puede ser utilizado para
el disefio de novo de nuevas moléculas candidatas y la identificacion de posibles dianas
farmacologicas (Nussinov & Tsai, 2013). La alosteria es un proceso en el que un sitio de
union de una molécula es perturbado por un ligando, provocando ademas un cambio
funcional o perturbacion en otro sitio (regulacion a distancia) (Peracchi & Mozzarelli, 2011).
La alosteria, puede surgir de interacciones no covalentes (p.ej., union a algunos farmacos),
interacciones covalentes (p.ej., fosforilacion) y absorcion de luz (Peracchi & Mozzarelli,
2011; Xu et al., 2018). Se ha demostrado que, la regulacion alostérica participa en varios
procesos biolégicos como la sefializacién celular (Xu et al., 2018). Sin embargo, la mayoria

de los mecanismos alostéricos siguen siendo un enigma (Stank et al., 2016).

El disefio de farmacos alostéricos es una direccion futura del descubrimiento de los mismos
ya que tienen muchas ventajas en comparacion con los farmacos ortostéricos
tradicionalmente utilizados (aquellos que afectan solamente el sitio en el que se unen): no
Se unen a sitios activos que a menudo se conservan en familias de proteinas aumentando
su especificidad; pueden activar como inhibir una proteina; se pueden utilizar en
combinacién con farmacos ortostéricos; y se ha demostrado la disminucion de efectos
secundarios (Xu et al., 2018). Recientemente, se ha informado que alrededor de un tercio
de los medicamentos aprobados por la FDA acttan a través de mecanismos covalentes,
resurgiendo el alto interés en el estudio de ligandos covalentes con alta selectividad (Stank
et al., 2016; Xu et al., 2018).
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La aceptacion de la identificacion de sitios alostéricos, la caracterizacion de cavidades y la
prediccion de union de ligandos son objetivos de interés para el disefio de farmacos ha
revolucionado la medicina sistémica de manera sin precedentes (Ayyildiz et al., 2020). Una
de las principales ventajas de apuntar a sitios alostéricos es el bajo grado de conservacién
de secuencias que permite el disefio de moléculas de farmacos, lo cual implica la
identificacion de sitios distintos a la regién catalitica que mostraria un alto grado de
variabilidad de secuencia entre especies. Sin embargo, el descubrimiento de farmacos
alostéricos aun presenta desafios, debido a que existen: 1) proteinas “no alostéricas”, en
las cuales sus sitios alostéricos se encuentran “ocultos” o no expuestos y 2) proteinas
alostéricas, en las cuales existen sitios alternativos alostéricos aun no determinados
(Ayyildiz et al., 2020; Stank et al., 2016) .  Existen varios enfoques bien establecidos para
determinar los sitios alostéricos alternativos y “ocultos”. Algunos se basan en estructuras
estaticas de proteinas adquiridas experimentalmente, mientras que otros se centran en el
estudio de los movimientos a gran escala, como la dindmica molecular (Dilcan et al., 2019;
Hornak et al., 2006). Hasta la fecha, existen diversos servidores para la deteccion de

cavidades o “pockets” (Tabla 4).

Tabla 4. Ejemplos de servidores web recopilados relacionados con la deteccién de

cavidades, el modelado de farmaco6foros y la prediccién de unién de ligandos

covalentes.
Servidor URL Referencia
Fpocket http://fpocket.sourceforge.net/ (Guilloux et al.,
2009)
DoGSiteScorer http://dogsite.zbh.uni-hamburg.de/1kzk#dogsite (Volkamer et
al., 2012)
POCASA http://altair.sci.hokudai.ac.jp/g6/service/pocasa/ (Yu et al., 2010)
GHECOML1.0 http://strcomp.protein.osaka-u.ac.jp/ghecom/ (Kawabata,
2009)
CavityPlus http://www.pkumdl.cn:8000/cavityplus/index.php (Xu et al., 2018)



http://fpocket.sourceforge.net/
http://dogsite.zbh.uni-hamburg.de/1kzk#dogsite
http://altair.sci.hokudai.ac.jp/g6/service/pocasa/
http://strcomp.protein.osaka-u.ac.jp/ghecom/
http://www.pkumdl.cn:8000/cavityplus/index.php
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Hasta la fecha, son pocos los intentos de implementacion de estas metodologias a sistemas
bioloégicos para dilucidar las reacciones controladoras, los mecanismos y los blancos
moleculares compartidos en varias EN, sin embargo, los resultados que se han obtenido
marcan un precedente de la increible utilidad clinica y cognoscitiva de de dicha union. Por
lo tanto, la presente investigacion pretende emplear las metodologias asociadas a la teoria
de control para identificar blancos en GEMs de astrocito humano bajo escenarios de
lipotoxicidad, siendo este el momento oportuno, ya que: 1) existe un contexto socio-
econdémico donde hay una creciente incidencia y prevalencia de EN (Nurse & Hayles, 2011);
2) la mayoria de enfermedades humanas estan asociadas a cambios metabdlicos, donde,
en el caso de las EN la participaciébn astrocitaria junto a la lipotoxicidad es innegable
(Hidalgo-Lanussa et al., 2020; Oliveira et al., 2018); 3) la amplia cantidad de datos 6micos,
habilita su integracion en GEMs (Masid et al., 2020); 5) la teoria de control para la
identificacion de nodos controladores de un sistema permite la identificacién de blancos,
para la proposicion de farmacos para futuras investigaciones con enfoques terapéuticos,
generando nuevo conocimiento (Nielsen, 2017a). Por ultimo, la implementacion de este tipo
de enfoques permite trabajar de manera ideal, acelerando el tiempo de investigacion,
ahorrando tiempo y recursos econdmicos, ademas de evitar problemas éticos al trabajar de

manera in silico.
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2.Pregunta de investigacion

¢, Cudles son las reacciones controladoras de la respuesta de astrocitos humanos al PA en
un GEM multi-6mico?

3.0bjetivos

3.1 Objetivo General

Identificar las reacciones controladoras asociadas a la respuesta astrocitaria humana al
acido palmitico (PA) en un modelo computacional a escala genémica (GEM) multiémico que
se puedan constituir como posibles blancos terapéuticos.

3.2 Objetivos especificos

= Contextualizar informacion émica en un modelo metabdlico a escala genémica de
astrocito humano basado en informacién experimental con el fin de reflejar de la
mejor manera posible la realidad biolégica.

= Identificar los nodos controladores en los modelos metabdlicos a escala gendmica
multibmicos de astrocito control y astrocito sometido a escenarios de lipotoxicidad.

= Identificar blancos terapéuticos asociados a los nodos controladores de la respuesta

astrocitaria a escenarios de lipotoxicidad.
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4.Materiales y métodos

4.1 Contextualizar informacion o6émica en un modelo
metabdlico a escala gendmica de astrocito humano
basado en informacion experimental con el fin de
reflejar de la mejor manera posible la realidad

bioldgica.

La informacién multiomica (transcriptoma y proteoma), fue previamente generada a partir
de cultivos celulares de astrocito humano en estado fisiol6gico, por el grupo de investigacion
de Bioquimica Experimental y Computacional de la Pontificia Universidad Javeriana
(contratos con colciencias FP44842-288-2016 y FP44842-129-2017), dirigido por la Dra.
Janneth Gonzélez quien co-asesoro la presente tesis. La metodologia de extraccién de la

informacién émica se encuentra en la seccion de anexos.

4.1.1 Anotacion funcional y expresion diferencial

El analisis de expresion diferencial se realizé comprobando los recuentos de registros,
utilizando DESeq2 para normalizar el tamafio de la biblioteca y contraer la varianza. La
expresion diferencial entre condiciones (PA frente a vehiculo, PA con pretratamiento de
tibolona frente a vehiculo y PA con pretratamiento de tibolona frente a PA) se evalud
mediante pruebas de Wald con una correccion de Bonferroni. El andlisis de enriquecimiento
del acervo genético se realiz6 mediante Gene Ontology, WikiPathways y Reactome,
utilizando 24.893 genes con al menos diez lecturas por tratamiento. La construccion de una
red reguladora de genes especificos del cerebro se realiz6 utilizando el paquete de analisis
de red reguladora transcripcional (TReNA) ( rdrr.io/bioc/TReNA ) . Ademas, esta red se
construyo utilizando el atlas ENCODE y datos de 278 muestras de corteza temporal post-
mortem de la Clinica Mayo. TReNA enumera todos los pares de genes TF-objetivo donde
hay evidencia de que el TF se une al promotor proximal y clasifica estas interacciones
candidatas en funcion de la evidencia de coexpresion y la correlacién de Spearman. Con el

fin de dilucidar qué factores de transcripcion ascendentes se expresan diferencialmente y
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gue potencialmente regulan los genes expresados, los datos obtenidos del transcriptoma y
el proteoma se validaron experimentalmente y se integraron en el modelo de astrocitos de

(Osorio et al., 2020a) utilizando la metodologia que se describe a continuacion.

4.1.2 Integracion: reglas de asociacion

Como fue mencionado con anterioridad, | modelos metabdlicos basados en restricciones,
como el GEM utilizado en este trabajo, permiten la descripcién y prediccion in-silico de
posibles estados metabdlicos a través de la representacibn matematica de reacciones
metabdlicas en una matriz estequiométrica (S) (Brunk et al., 2018; Orth et al., 2010). Los
coeficientes estequiométricos de estas reacciones se utilizan para restringir el flujo
metabdlico a través del sistema (v), asegurando que se mantenga el principio de balance
de masa (ecuacion 4.1), de tal manera que el producto de la matriz estequiométrica S por
el vector solucién de flujos v sea igual a cero. El vector x representa las concentraciones de

todos los metabolitos.

=0 or Sxv=0 (4.1)
de

En el contexto de la integracion de datos multiomicos, los GEM son a su vez plataformas
de analisis ideales que permiten la integracién de este tipo de datos con otras capas de
informacién biolégica, como aquellas derivadas del transcriptoma y el proteoma (Aarash
Bordbar et al., 2014; Pinu et al., 2019; Voillet et al., 2016).

En nuestro caso, para dicha integracion de datos 6micos utilizamos el GEM de astrocito
previamente publicado por nuestro grupo de investigacion (Osorio et al. 2020), el cual
representa 1956 metabolitos y 2747 reacciones metabdlicas, asociadas a reglas de
asociacion Gen-Proteina-Reaccion (GPR). Las GPR son una representacion booleana de
la asociacion del gen, la transcripcion y la 6 las proteinas y la relacion de reaccion que
representan explicitamente todas las relaciones entre especies moleculares y actividades
funcionales en un modelo metabdlico (A Bordbar & Palsson, 2011). Por lo tanto, estas reglas
de asociacion juegan un papel importante en la integracion de datos experimentales
(transcriptoma, proteoma y su relacion con las reacciones) en el modelo, aumentando asi
la veracidad de sus predicciones (Gu et al., 2019; Karahalil, 2017; M. Kim et al., 2016).
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Describir las asociaciones de GPR en un GEM trae varias ventajas para el modelado. Por
ejemplo, permiten simulaciones de eliminacion de genes y facilitan la integracion de datos
omicos. En nuestro caso, en la reconstruccion realizada por Osorio et al. (2020) se
excluyeron los nimeros EC (Numero de Comision de Enzimas), a partir de los cuales se
pueden generar asociaciones PR (Proteina-Reaccion) necesarias para vincularse con los
genes apropiados. Por lo tanto, en el presente trabajo realizamos también una actualizacién
del modelo de Osorio mediante una construccion manual de estas asociaciones.
Brevemente, el procedimiento seguido fue el siguiente: 1) se obtuvo la lista de genes
asociados con el modelo y se buscaron las identificaciones en UniProt

(https://www.uniprot.org/uploadlists/); 2) de la lista, se asociaron los nimeros EC a cada

una de las reacciones, utilizando la funcién makeprules (https://github.com/gibbslab/GEM-

multiomic-integrator); 3) el mapeo de las reacciones de abundancia se realiz6 asociando

los valores de abundancia con los identificadores de EC para cada reaccion del modelo.
Esto nos permitié obtener los datos de abundancia para cada escenario. Alternativamente,
para mapear la expresion de datos, se realizo la siguiente metodologia: 1) el ID de la
reaccion de Ensembl se convirtié a Entrez para mapear las expresiones; 2) las expresiones
para cada reaccion fueron extraidas usando la asociacion GPR, usando la metodologia de
mapeo de expresion génica descrita a continuacion (seccion 4.1.4), obteniendo los datos

de expresion para cada escenario.

4.1.3 Mapeo de la expresion génica y la abundancia de proteinas

en las reacciones

Las reglas de asociacion (GPR y PR) pueden incluir mas de un gen o proteina para cada
reaccion. Por lo tanto, las reacciones con asociaciones multiples incluyen reglas logicas
(AND y OR) para indicar el orden y la esencialidad de cada asociacién. Estas reglas l6gicas
se utilizaron para mapear los valores de expresion y abundancia de las reacciones,
tomando los valores minimos cuando las asociaciones estaban unidas por AND vy los
valores maximos cuando era OR. COBRA Toolbox se utilizé para el mapeo de la expresion
génica y la abundancia de proteinas de acuerdo a las reglas de asociacién (Hyduke et al.,
2011).


https://www.uniprot.org/uploadlists/
https://github.com/gibbslab/GEM-multiomic-integrator
https://github.com/gibbslab/GEM-multiomic-integrator
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4.1.4 Reduccion de dimensionalidad: PCA

Dado que al GEM se le debia integrar tanto datos protedmicos como datos transcriptomicos,
fue necesario realizar un reduccién de dimensionalidad de esta informacion, pues a pesar
de que existen métodos que integran este tipo de datos de manera independiente, es decir
un tipo de dato 6émico a la vez, como parte de esta tesis consideramos necesario idear un
mejor método, el cual llevara a cabo la integracion de los dos tipos de datos a la vez,

sobrepasando asi las limitaciones de los métodos ya existentes (Worheide et al., 2021).

La reduccion de la dimensionalidad es una forma matematica de reducir la complejidad de
un conjunto de datos al tiempo que aumenta el poder estadistico del analisis al reducir la
carga de multiples pruebas. Lo anterior implica la extraccion de variables relevantes y la
proyeccion de datos en el espacio de menor dimension permitiendo la seleccion y
extraccion de caracteristicas (Altenbuchinger et al., 2019; Woérheide et al., 2021; Zierer et
al., 2016), lo cual se puede lograr utilizando técnicas de recuperacion de informacion
basadas en datos, como el andlisis de componentes principales (PCA). En nuestro caso, el
PCA se aplic6 a los conjuntos de datos del transcriptoma y el proteoma, transformando las
variables 6micas Unicas en un subespacio de menor dimensién que maximiza la retencién
de la varianza dentro de los datos al encontrar combinaciones lineales ortogonales de las
variables originales, guardando tanta informacién como sea posible. De esta forma, se

puede observar el comportamiento de los datos en un conjunto mas pequefio.

El PCA requiere que todas las variables sean cuantitativas y normalizadas, es decir, con

media O y varianza 1 para cada variable, como se describe en la siguiente ecuacion:

xi—mean(x)

Zi - JVar(x)

(4.2)

Basados en esta metodologia, en este proyecto desarrollamos una metodologia para la
reduccion de dimensionalidad de datos protedmicos y transcriptémicos, usando el ambiente
de trabajo MATLAB. Nuestro algoritmo calcula la matriz de covarianza multiplicando la
matriz de varianzas y covarianzas (zZ‘Z), permitiendo observar el tipo de relacién entre las
variables. Luego, estimamos los valores de los vectores propios para crear los
componentes principales definidos como Sa = Aa donde S es la matriz de covarianza,

mientras A es el vector propio y a el valor propio. Nuestro algoritmo permite la creacién de
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los componentes principales no correlacionados, permitiendo que la informacion de las
variables linealmente correlacionadas sea representada en un solo componente. Estos
proporcionan la construccion de una variable biolégicamente significativa estimada que

representa la mayor parte de la varianza presente en los datos de transcriptoma y proteoma.

4.1.5 Construccién de un modelo multi-6mico bajo escenarios

metabolicos

Para probar los efectos metabdlicos de PA y de la tibolona durante la inflamacién metabélica
en los astrocitos, definimos tres escenarios considerando los datos del proteoma
experimental y del transcriptoma obtenidos previamente: 1) un escenario
"saludable"/control, que emula las condiciones metabdélicas normales de los astrocitos (Das
et al., 2010; Osorio, D., Botero, K., Gonzalez, J., and Pinzon, 2016; Osorio et al., 2020b); 2)
Un escenario inflamatorio inducido por palmitato; 3 ) se definié un escenario de tratamiento
con tibolona tras la induccién de inflamacion por PA. Para restringir el GEM con cada uno
de estos conjuntos de datos, y asi obtener un modelo para cada uno de los escenarios
antes mencionados, se utilizé el algoritmo Exp2flux (https:/github.com/gibbslab/exp2flux),

desarrollado también previamente por nuestro grupo de investigacion. utilizando la
informacion previamente obtenida por el PCA como valores para los datos de expresion
requeridos por esta herramienta. Los limites del flujo de las reacciones de intercambio no

se modificaron.

4.1.6 Analisis de equilibrio de flujo (FBA)

El andlisis de equilibrio de flujo (FBA) es un método de optimizacion lineal que selecciona
valores de flujo que pueden optimizar (maximizar o minimizar) una funcién objetivo dada (J.
Huang et al., 2020; Orth et al., 2010, 2011). Las reacciones metabdlicas se representan
como S (matriz estequiométrica), de tamafio m xn, donde m representa las
concentraciones de todos los metabolitos y n las reacciones (Orth et al., 2010). Las entradas
de S son coeficientes estequiométricos de los metabolitos que participan en una reaccion.
Hay un coeficiente positivo para cada metabolito producido y un coeficiente negativo para
cada metabolito consumido. Se utiliza un coeficiente de cero para cada metabolito que no

participa en una reaccion particular (Osorio et al., 2020b). El flujo a través de todas las


https://github.com/gibbslab/exp2flux
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reacciones en una red esta representado por el vector v, que tiene una longitud de n
(Gianchandani et al., 2010; Papin et al., 2005). El sistema de estado estacionario de

ecuaciones de balance de masa se representa en la ecuacion 4.1.

El FBA se puede describir a partir del siguiente sistema de ecuaciones:

Z=CY (4.3)
N/ =0 (4.4)
Jmin < | < jmax (4.5)

Donde el vector C determina la relacion lineal entre los valores de flujo de J, que forman la
funcién objetivo Z. J™my JMXson vectores de los valores minimo y maximo,
respectivamente (Maarleveld et al., 2013). El FBA para los escenarios estudiados se

resolvio utilizando el paquete R “ SYBIL ” (Gelius-Dietrich et al., 2013).

4.1.7 Identificacion de cambios en el flujo metabdlico entre

escenarios

Las diferencias de flujo metabdlico para cada reaccién entre escenarios optimizados se
midieron utilizando la metodologia propuesta por Osorio et al. (2020) y Osorio et al. (2016),
donde la funcion de diferencia de flujo (fluxDifferences) y la funcién de cambio de pliegue
(foldchange) describen cuanto cambia el flujo. La funciébn toma como argumento dos
modelos validos y un valor umbral de -0,5 a 0,5 para reacciones con cambio absoluto entre

los escenarios metabdlicos evaluados (Osorio et al., 2020b).

4.1.8 Ildentificacidon de reacciones esenciales

Se realizé un analisis de reacciones esenciales para identificar aquellas reacciones que
eran esenciales para el crecimiento y mantenimiento de la célula astrocitaria, utilizando el
principio de funcionalidad enzimatica por knockout de reacciones (Jiang et al., 2015),
modificando los limites superior e inferior de cada reaccién convirtiéndolos en cero (Gelius-

Dietrich et al., 2013). Para calcular todas las distribuciones de flujo en los modelos
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restringidos que se crearon previamente, aplicamos el algoritmo de optimizaciéon IMOMA
(método de minimizacién del ajuste metabdlico). Es probable que un modelo control al que
se le realiza un knockout (mutante) muestre inicialmente una distribucién de flujo suboptima
gue sea de algin modo intermedia entre el éptimo de tipo control y el 6ptimo mutante.
MOMA proporciona una aproximaciéon matematicamente manejable para este estado
subdptimo intermedio, basado en la hipo6tesis de que el mutante permanece inicialmente lo
mas cerca posible del 6ptimo de tipo salvaje en términos de valores de flujo (Segré et al.,
2002). Este algoritmo, a diferencia del FBA regular, simula todos los estados subdptimos
posibles asociados con el modelo metabdlico (Segre et al., 2002), segun las ecuaciones
4.6,4.7,4.8:

min(v —w)t (v —w) (4.6)
S.t.S5*v =0, vpin <V < Vnax 4.7)
v, =0, j€EA (4.8)

Donde wes la distribucion de flujo de tipo “salvaje” (control) y A es un conjunto de

reacciones asociadas con los genes eliminados (Shlomi et al., 2005).

Aunqgue el analisis de la esencialidad de genes es clave para la comprension del conjunto
de genes necesarios para la supervivencia celular, todavia hay una falta de conocimiento
sobre los mecanismos especificos que controlan el comportamiento celular predicho

subyacente.

4.2 ldentificar los nodos controladores en los modelos
metabdlicos a escala gendmica multibmicos de
astrocito control y astrocito sometido a escenarios de

lipotoxicidad.

De acuerdo a lo anterior, en el modelo multiomico creado, identificamos su estructura de
control al caracterizar 4 componentes clave de la red: 1) el grafico de acoplamiento de flujo,
2) el conjunto de perfiles de acoplamiento de flujo, 3) las reacciones controladoras y 4)

todos los interruptores metabdlicos posibles (Basler et al., 2016).
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El gréfico de acoplamiento de flujo de un modelo metabdlico es un gréfico etiquetado y
dirigido, que utiliza cinco perfiles de acoplamiento de flujo: completo, parcial, anti, inhibitorio
y direccional, indicando el tipo de acoplamiento entre las reacciones i y j que reflejan las
caracteristicas funcionales de las reacciones consideradas asociadas a las vias
metabdlicas (Basler et al., 2016; Larhlimi et al., 2012). Entonces, usamos el grafico de
acoplamiento de flujo para calcular el grafico de control, donde las reacciones i se
convierten en nodos y se establece un borde dirigido ( i—j ) entre los nodos de acuerdo con
el perfil de flujo. Asi, es posible determinar si es i puede controlar el estado de j o si j puede
controlar el estado de i (Basler et al., 2016). Este enfoque nos llevé a la identificacion de las
reacciones controladoras; el conjunto de reacciones que controlan los estados y el patréon
de actividad (in)directamente de las reacciones en el modelo. Se ha determinado que las
reacciones de control pueden tener un papel divergente en el modelo de control y los
modelos desafiados. Por lo tanto, las diferencias en el perfil de acoplamiento entre modelos
de estas reacciones se consideran interruptores metabdlicos (Basler et al., 2016).

4.2.1 Control de flujos en la red multiomica de astrocitos

Siguiendo la metodologia propuesta por (Basler et al., 2016), utilizamos el algoritmo Fast
Flux Coupling Calculator (F2C2) dentro del entorno MATLAB (MATLAB and Statistics
Toolbox Release 2021b, The MathWorks, Inc., Natick, Massachusetts, Estados Unidos)
para determinar reacciones acopladas (Larhlimi et al., 2012). El algoritmo F2C2 identifica
los metabolitos sin salida, bloquea las reacciones correspondientes, elimina las reacciones
bloqueadas de la matriz estequiométrica y aplica la regla Trivial Full Coupling (TFC) para
determinar las reacciones proporcionales entre si. El algoritmo repite este paso hasta que
no se puede identificar un metabolito sin salida y actualiza la reversibilidad de cada reaccion
(Larhlimi et al., 2012). Luego, F2C2 aplica las reglas Trivial Directional Coupling (TDC) y
Trivial Uncoupling (TUC) para determinar reacciones (des)acopladas y determinar el flujo
de acoplamiento entre reacciones (pseudo-)irreversibles usando programacion lineal (LP)
(David et al., 2011; Larhlimi et al., 2012). Restringimos el conjunto de distribuciones de flujo

factibles y definimos anti-acoplamiento de acuerdo con la siguiente ecuacion:

Flv € R"|Sv =0, lb<v<ub, JieE:v; #0} (4.9)
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Donde n es el nimero de reacciones, matriz S, ub, lb son los limites superior e inferior, y E
es el conjunto de reacciones de intercambio. El andlisis de variabilidad de flujo (FVA) y la
programacion lineal entera mixta (MILP) se utilizan para determinar las reacciones

acopladas o antiacopladas.

El perfil de acoplamiento de flujo de una red esta determinado por un vector v € R™ que
representa las frecuencias de los cinco tipos de acoplamiento dados por el tipo de flujo de
cada reaccion (R) (acoplamiento direccional, parcial, anti, inhibitorio y completo). Dado que
estos perfiles de acoplamiento de flujo pueden reflejar caracteristicas funcionales
importantes para el metabolismo de la célula astrocitaria (Basler et al., 2012, 2016; Basler
& Nikoloski, 2011), aplicamos tres algoritmos de agrupamiento (jerarquico, k-medias y k -
medoids) basado en las distancias euclidianas sobre los perfiles de acoplamiento de flujo
en las tres redes analizadas. Los conglomerados obtenidos en cada instancia se evaluaron
mediante un algoritmo PCA y principio de distancia a través de los indices de Silhouette,
Calinski-Harbasz y Davies-Bouldin. Esto se hizo siguiendo la metodologia propuesta por
(Basler et al., 2016). Es importante resaltar el enfoque de agrupamiento para los espectros
acumulativos de valores singulares normalizados en la red. Los espectros acomulativos de
valores singulares, permiten el agrupamiento de los perfiles de acoplamiento de flujo,
teniendo en cuenta la importancia de la compartimentalizacion del modelo. Esos valores
singulares estan dados por la estructura de la matriz estequiométrica, y se usan para
calcular la dimensionalidad y la cantidad de componentes del modelo necesarios para dar
cuenta de un porcentaje determinado de su estructura. Por lo tanto, lo anterior permite
determinar si el agrupamiento de perfiles de acoplamiento de flujo basados en los cinco
acoplamientos es una consecuencia de determinantes estructurales (Duarte et al., 2007).
Los valores singulares de una matriz S vienen dados por los valores de entrada de la

diagonal Dobtenidos por descomposicion (Basler et al., 2016; Duarte et al., 2007):
S=UDV (4.10)

La prueba de hipotesis se realiz6 de acuerdo a las restricciones de la red con base en el
principio del balance de masa, a través de la metodologia de aleatorizacién con reemplazo
de sustratos y productos de la red, cambiando los coeficientes estequiométricos
conservando el balance de masa propuesto por (Basler & Nikoloski, 2011) y (Basler et al.,
2012).
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4.2.2 Muestreo de patrones de actividad de reaccién y gréafico de

acoplamiento de flujo

El muestreo de los patrones de actividad de la reaccién se realiz6 de acuerdo con la
metodologia propuesta por (Basler et al., 2016), utilizando muestreo aleatorio de
distribuciones de flujo en estado estacionario, asegurando valores distintos de cero. Se
realiz6 un grafico de acoplamiento de flujo etiquetado de la red metabdlica:

G =(V,E) (4.11)

Donde V' es el conjunto de todas las reacciones no esenciales desbloqueadas en la red, y
dos vértices iy jestan conectados por un nodo (i,j) € E. Se realizan cinco etiquetas
(completa, parcial, direccional, anti, e inhibitoria), indicando si i se acopla j o j se acopla

con i el tipo de acoplamiento correspondiente (Basler et al., 2016a).

4.2.3 Gréfico de control y calculo de reacciones de control

Con respecto al grafico de control para una red con n reacciones, se analizé un patron de
actividad de reaccion para especificar reacciones activas e inactivas. De acuerdo con la
metodologia propuesta por (Basler et al., 2016), se debe generar un grafico de control que
contenga un vértice para cada reaccion i y una conexion si i y jestan acoplados. Lo anterior
viene especificado por la matriz de adyacencia M, donde M; ; = 1, si se cumple alguna de

las siguientes condiciones (Basler et al., 2016):

=
Q
I

o;j = 1y L(i,j) € {Total, parcial, direccional}, 0

N
S
Il

0,0 =1y L(i,j) = anti, 0

3. 0;=1,0; =0y L(i,j) € {inhibitorio}, 0

IN
Q
Il

o; = 0y L(i,j) € {total, parcial}, o

ol
2
I

o;j =0y L(i,j) = direccional,

y M; ; = 0 de lo contrario.
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Por lo tanto, el calculo de las reacciones de control viene dado por un conjunto menor de
reacciones (reacciones intermitentes, criticas y redundantes), cuyas actividades deben
especificarse para activar todas las reacciones dado el valor de 0. Para el calculo del patron
de actividad se siguid la metodologia propuesta por (Basler et al., 2016). El procedimiento
general utilizado para calcular estas reacciones de control se implement6 en un nodo
computacional dedicado que utiliza 72 nucleos de CPU Intel Xeon Gold 6240 a 2,60 GHz y
512 GB de RAM.

4.3 ldentificar blancos terapéuticos asociados alos nodos
controladores de larespuesta astrocitaria a escenarios

de lipotoxicidad.

Analisis de estructural

4.3.1 Obtencion de estructura terciariay ligandos asociados

Las estructuras terciarias de las proteinas involucradas en las RC fueron obtenidas de la
base de datos PDB (del inglés, Protein Data Bank) (Burley et al., 2021). Se consider6 toda
estructura experimental que cumplié con las siguientes caracteristicas: (1) 80% de
cobertura de su proteina respectiva, (2) alta calidad (< 2.6 A), y (3) sin fragmentaciones. La
estructura terciaria de las proteinas sin una estructura experimental adecuada fue obtenida
por modelamiento tedrico utilizando la base de datos AlphaFold (Ronneberger et al., 2021)
0, en su defecto, mediante modelado por homologia en el servidor Swiss-Model
(Waterhouse et al., 2018).

Los ligandos y sus sitios de union correspondientes fueron obtenidos de complejos co-
cristalizados reportados en el PDB. Las proteinas sin ligandos co-cristalizados fueron
analizadas en el servidor COACH-D (Wu et al., 2018), en donde ligandos potenciales son
predichos mediante métodos basados en estructura o plantilla, y sus sitios de union
correspondientes son verificados mediante docking molecular con AutoDock Vina (Trott, O.
and Olson, 2011).
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4.3.2 Caracterizacion de cavidades con potencial drogable

Las cavidades asociadas al sitio de unién del ligando se predijeron con la herramienta
Cavity del servidor CavityPlus, utilizando la opcién "With Ligand" (Xu et al.,, 2018).
Adicionalmente, las cavidades reguladas alostéricamente por los sitios de unién del ligando,
se predijeron utilizando la opcién “No Ligand” de la herramienta Cavity, y la herramienta
CorrSite2.0, ambas del mismo servidor (Xu et al., 2018). En este andlisis, una cavidad
regulada alostéricamente corresponde a cualquier cavidad con un valor CorrSite superior a

0,5 respecto a la cavidad que contiene el sitio de union al ligando.

El potencial drogable de las cavidades identificadas se caracteriz6 mediante los indices de
ligandabilidad (Pred. Max pKd) y drogabilidad (DrugScore) obtenidos en la prediccion de
cavidades. Cualquier cavidad con un Pred. Max pKd > 6,0 y un DrugScore de druggabilidad

media o fuerte se consideraron cavidades con potencial drogable.

Finalmente, la visualizaciéon de las estructuras de proteinas y ligandos, asi como de las
cavidades identificadas, fue realizada en el sistema de graficos moleculares PyMOL,
version 2.5 (The PyMOL Molecular Graphics System, Version 2.5 Schrédinger, LLC.)
(Schrddinger, 2015).
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5.Resultados y Discusion

5.1 Redes contexto-especificas de astrocitos

Presentamos tres modelos multiomicos contexto-especificos que son una compilacién de
2747 reacciones bioquimicas, de las cuales 1607 pertenecen a reacciones intracelulares,
60 corresponden a reacciones que permiten la entrada y salida de metabolitos del medio
ambiente a la célula (reacciones de intercambio), y 1080 son reacciones de transporte, que
permiten el transporte de metabolitos entre compartimentos celulares. Para modelar los
efectos lipotdxicos del 4cido palmitico y el efecto protector de la tibolona a nivel metabdlico
en astrocitos, realizamos una optimizacion del modelo bajo tres escenarios metabdlicos

diferentes, obteniendo un fenotipo metabdlico para cada escenario (Figura 5).

Al

Ay A

mm 40.85% Transporte extracelular mm 40.70% Transporte extracelular mm 41.35% Transporte extracclular
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m 2.71% Reaccion de intercambio/demanda mm 2 62% Reaccion de intercambio/demanda
m 2.01% Metabolismo del colesterol mm 2 36% Metabolismo del colesterol

Figura 5. Distribucién de reacciones por subsistemas asociados al fenotipo metabélico para cada modelo metabélico

generado. Se muestran los principales subsistemas activados. (A) Fenotipo metabdlico para el modelo control, en el que se
activaron el 41,17% de las reacciones; (B) Fenotipo metabdlico para el modelo de palmitato, en el que se activaron el 41,68% de

las reacciones; (C) Fenotipo metabdlico para el modelo tibolona-palmitato, en el que se activaron el 41,65% de las reacciones.

La simulacion metabdlica predice una tasa de crecimiento astrocitaria de 0,447430 mMgWD
Ih Len condiciones normales (medio ABM suplementado), con una activacion del 41,17 %
de las reacciones del modelo, lo que sugiere una preferencia por un metabolismo basado



42 Identificacion de reacciones controladoras

en energia, especialmente de glucosa y acidos grasos (Figura 5A). Este metabolismo
energético se observé dentro del subsistema de transporte extracelular, donde los
metabolitos obtenidos se asocian al catabolismo de glucosa y acidos grasos. Ademas,
nuestro modelo también sugiere un metabolismo energético basado en la oxidacién de
acidos grasos, lo cual es consistente con los resultados obtenidos por (Osorio et al., 2020a).
La tasa de liberacion de metabolitos y el crecimiento de la biomasa se utilizaron como

referencia para comparar los cambios entre los tres escenarios metabdlicos.

5.2 Escenario inflamatorio

En este escenario, utilizamos informacion experimental en la que las células se cultivaron
en un microambiente con una mayor concentracion de PA. El crecimiento calculado en esta
simulacién fue de 0,472459 mMgWD- ' h - 1. Nuestro modelo mostré una activacién del
41,68 % de las reacciones del modelo (Figura 5B), aumentando la captacion de L-
asparagina, L-arginina, L-ascorbato, L-carnitina, L-serina, D-glucosa y L-glutamato. Estos
resultados también son consistentes con los resultados obtenidos por (Osorio et al., 2020a)
(Figura 6). Esta respuesta es habitual en astrocitos bajo agresiones, donde la inflamacion

genera alteraciones homeostaticas (Bylicky et al., 2018; Hidalgo-Lanussa et al., 2020).
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Figura 6. Resumen de consumo de metabolitos. Tasa de absorcion de metabolitos en el escenario
inflamatorio utilizando la reaccion de biomasa genérica incluida en el modelo multiGmico como funcién objetivo.
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Una disminucion de arginina se ha asociado con la inflamacion y el estrés oxidativo. Su
reduccion es un biomarcador de inflamacion metabdlica durante procesos de obesidad,
mostrando una proporcionalidad inversa entre la concentracion de arginina y IL-6, CRP y
TNF-a en suero (Niu et al., 2012). Por lo tanto, el aumento previsto de la captacion de
arginina podria estar relacionado con un mecanismo antiinflamatorio activado en los
astrocitos bajo tratamiento con PA (Moncada, S. & Higgs, 1993). Al igual que la glutamina,
las concentraciones crecientes de L-asparagina han mostrado un aumento del pH en los
astrocitos, prediciendo una activacion del mecanismo de transporte de intercambio de H
(Chaudhry et al., 1999, 2001) Ademas, la asparagina induce una respuesta de Ca 2*
comparable a los estados de Ca?* inducidos por GABA (Doengi et al., 2009; Osorio et al.,
2020a; Schousboe et al., 2013). Por lo tanto, esta captacién de asparagina podria ser un
mecanismo de retroalimentaciébn para controlar la captacion de glutamina que
probablemente aumentaria en el medio extracelular, como predice nuestro modelo
(Chaudhry et al., 2001). Ademas, la L-carnitina actia en la degradacion de los acidos grasos
por B-oxidacioén, representando un biomarcador neuroprotector, que lleva a las células a
reducir el estrés oxidativo y mejorar su metabolismo energético (aumentando el catabolismo
y la liberacion de lactato y glucosa) (Agostinho et al., 2010; Pardo et al., 2013; Schousboe
et al., 2013). Por otro lado, se ha informado que el ascorbato tiene un efecto antiinflamatorio
en cocultivos de neuronas/glia al inhibir p38, la sefializacion de ERK MAPK vy la
translocacion de NF-kB (Y. N. Huang et al., 2014).

Nuestras simulaciones también sugieren que las células astrocitarias pueden aumentar la
absorcion de glutamato en condiciones inflamatorias. Aunque los astrocitos previenen altas
concentraciones de glutamato y mantienen la homeostasis metabdlica de los aminoéacidos
al convertir el glutamato en glutamina para su absorcion neuronal (Flott & Seifert, 1991,
Haroon et al., 2017; Mahmoud et al., 2019), una alta concentracion de glutamato contribuye
a la exocitotoxicidad y a la activacion crénica (astrocitosis reactiva) (Haroon et al., 2017; Y.
N. Huang et al., 2014; Mahmoud et al., 2019). Los mecanismos de supervivencia de los
astrocitos se han asociado con una mayor captacion de L-serina, descritos por autores
como (Wong et al., 2014b) y (Osorio et al., 2020a). En otras palabras, todos los intercambios
de metabolitos que se obtuvieron diferencialmente en el escenario inflamatorio por nuestro
modelo mostraron un papel esencial en la homeostasis, que se esperaba debido a la funcion

conocida en los astrocitos.
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En el escenario inflamatorio, el fenotipo metabdlico activa 1145 reacciones donde 535
mostraron una alta variabilidad de flujo con respecto al control (activacion, inactivacion o
cambio de flujo), afectando la oxidacién de &cidos grasos (11,21%), transporte extracelular
(35,14%), transporte mitocondrial (8,22%), la interconversién de nucleétidos (6,36 %), el
transporte del reticulo endoplasmico (3,36 %), la sintesis de queratan sulfato (2,06 %) y el
ciclo del acido citrico (2,06 %). Estos resultados también son consistentes con los hallazgos
de (Osorio et al., 2020a), quienes sugirieron que los astrocitos modificaron la velocidad de
flujo de 586 reacciones en comparacion con el escenario no estimulado. En este sentido,
es importante resaltar que (Osorio et al., 2020a) realizaron un analisis de sensibilidad para
identificar reacciones proinflamatorias, que al inhibirlas mejoraban el metabolismo celular
de los astrocitos. Las dos reacciones candidatas se asociaron con formidoiltransferasa
ciclodeaminasa (FTCD) y transporte de agua mitocondrial, asociado con acuaporina-9. El
papel de la FTCD en las dietas ricas en grasas, asi como en la degradacion de la reserva
de folato, la sintesis de glutamato y el rendimiento de la memoria en adultos jovenes se ha
descrito previamente (Osorio et al., 2020a). Vale la pena notar que consistentemente en
este trabajo predecimos esta misma activacion, sin embargo, se necesitan mas analisis

para establecer el papel exacto de FTCD en el contexto de la neuroinflamacion.

Nuestros resultados también predijeron la activacion de reacciones adicionales
relacionadas con el subsistema de sulfato de queratan (Tabla 5). En respuesta a la lesion,
los astrocitos reactivos conducen a la formacion de una cicatriz (cicatriz glial) mediante la
regulacion positiva de proteoglicanos de sulfato y proteoglicanos de queratan sulfato
(KSPG) para inhibir el crecimiento axonal de las neuronas lesionadas (Dupuis et al., 2019;
Hilton et al., 2012; K. Li et al., 2019; X. Li et al., 2020; Patil et al., 2007; Verkhratsky & Butt,
2018). Recientemente se ha determinado que la regulacion a la baja de la N-
acetilglucosamina 6-O-sulfotransferasa (GICNAc6ST) involucrada en la via del queratan
sulfato en el sistema nervioso central, conduce a la pérdida de queratan sulfato reactivo, lo
que provoca una reduccién de la cicatriz glial, formada después de una lesién (Ito et al.,
2010; H. Zhang, Muramatsu, et al., 2006; H. Zhang, Uchimura, et al., 2006). Por lo tanto,
existe consistencia entre las predicciones de nuestro modelo y el subsistema de queratan
sulfato como reacciones clave durante la inflamacién de los astrocitos, cuya variacion

posiblemente mejoraria el metabolismo de los astrocitos durante un escenario lipotoxico.
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Tabla 5. Conjunto de reacciones reguladas a la baja del metabolismo del sulfato de

queratan después del tratamiento con PA.

IDENTIFICACION | SUBSISTEMA REACCION DE DESCRIPCION
FORMULA
AG13T13G Sintesis de uacgam [g] + ksi_pre27[ | N —acetilactosaminida beta-1,3-
queratan gl ->h[g] + udp [g] + N-acetilglucosaminiltransferasa,
sulfato ksi_pre28[g] aparato de Golgi
AG13T14G Sintesis de uacgam [g] + ksi_pre30[ | N —acetilactosaminida beta-1,3-
gueratdn g]->h[g] +udp [g] + N-acetilglucosaminiltransferasa,
sulfato ksi_pre31[g] aparato de Golgi
AG13T156G Sintesis de uacgam [g] + ksi_pre33[ | N —acetilactosaminida beta-1,3-
gueratdn g]->h[g] + udp [g] + N-acetilglucosaminiltransferasa,
sulfato ksi_pre34[g] aparato de Golgi
FUCASE2E Degradacién h2o[e] + ksi[ e] - > alfa -fucosidasa, extracelular
de queratan | fuc_L [e] + ksi_degl[e]
sulfato
G14T14G Sintesis de udpgal [g] + ksi_pre26] beta-N-
gueratdn gl ->h[g] + udp [g] + acetilglucosaminilglucopéptido
sulfato ksi_pre27[g] beta-1,4-galactosiltransferasa,
Golgi
G14T156G Sintesis de udpgal [g] + ksi_pre29][ beta-N-
gueratdn gl ->h[g] + udp [g] + acetilglucosaminilglucopéptido
sulfato ksi_pre30[g] beta-1,4-galactosiltransferasa,
Golgi
G14T16G Sintesis de udpgal [g] + ksi_pre32] beta-N-
gueratdn gl ->h[g] +udp [g] + acetilglucosaminilglucopéptido
sulfato ksi_pre33[g]

beta-1,4-galactosiltransferasa,

Golgi
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G14T176 Sintesis de udpgal [g] + ksi_pre35] beta-N-
gueratdn gl ->h[g] + udp [g] + acetilglucosaminilglucopéptido
sulfato ksi_pre36[g] beta-1,4-galactosiltransferasa,
Golgi
S6T12G Sintesis de ksi_pre28[g] + paps[g] | galactosa/N - acetilglucosamina
gueratdn ->h[g] + ksi_pre29[g] + | 6-O-sulfotransferasa, aparato de
sulfato papl[g] Golgi
S6T13G Sintesis de ksi_pre31[g] + paps[g] | galactosa/N - acetilglucosamina
gueratdn ->h[g] + ksi_pre32[g] + | 6-O-sulfotransferasa, aparato de
sulfato pap|g] Golgi
S6T14G Sintesis de ksi_pre34[g] + paps[g] | galactosa/N - acetilglucosamina
queratan ->h[g] + ksi_pre35[g] + | 6-O-sulfotransferasa, aparato de
sulfato pap|g] Golgi

Se realiz6é un andlisis de esencialidad para determinar cuales de las 535 reacciones que
variaron durante la inflamacién eran vitales para la supervivencia celular. Identificamos 136
reacciones esenciales que pueden estar asociadas con procesos proinflamatorios. La
mayoria de las reacciones correspondieron al transporte extracelular (27,12%), transporte
al reticulo endoplasmico (10,17%), oxidacion de &cidos grasos (25,42%) y metabolismo de
folatos (3,39%). Dentro de estas reacciones, PA generé la activacion de 59 reacciones
(Figura 7A). Algunas de ellas son reacciones de transporte extracelular asociadas con la
captacion de L-arginina, L-alanina, L-asparagina, L-treonina, L-metionina, L-isoleucina, L-
fenilalanina, L-valina y L-histidina. Como se mencioné anteriormente, se ha demostrado
previamente que muchos de estos metabolitos participan en la respuesta inflamatoria. El
aumento de la captacion de histidina se asocia con la captacion de radicales libres, y se
relacionan negativamente junto con treonina, glicina, lisina y serina con la secrecién de IL-
6, TNF-a, PCR e IL-8 (Niu et al., 2012; Son et al., 2005). Por lo tanto, estas reacciones
esenciales identificadas tienen una importancia demostrada experimentalmente en la

inflamacion, siendo cruciales para el mantenimiento de la homeostasis.
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Figura 7. Resumen de vias asociadas a reacciones bioquimicas que presentaron alta variabilidad de
flujo en comparacién con palmitato. (A) Reacciones activadas por tratamiento con palmitato; (B) Reacciones
principales inactivadas por tratamiento con palmitato; (C) Reacciones con flujo metabdlico disminuido por
tratamiento con palmitato.
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Las simulaciones del escenario PA generaron la inactivacion de 46 reacciones. La mayoria
de estas reacciones estan asociadas con: transporte del aparato de Golgi (10,87 %),
metabolismo de monosacéridos (2,17 %), metabolismo de folatos (2,17 %) (Tabla 6) y
degradaciéon de queratan sulfato (2,17 %) (Figura 7B). El metabolismo del folato respalda
el metabolismo del carbono, que activa y transfiere unidades de carbono para procesos

biosintéticos (Souders et al., 2021).

Tabla 6. Conjunto de reacciones del metabolismo del folato con potencial
inflamatorio y alteraciones, identificadas a través de un andlisis de esencialidad y

variabilidad en el escenario inflamatorio con palmitato.

IDENTIFICACION | SUBSISTEMA DESCRIPCION Fklufo FILDUiO DoBLARCAMBIAR
Metabolismo Folato reductasa
FOLR2 : (metilentetrahidrofolato 0 0,63 0,63
del folato
reductasa)
5,6,7,8-tetrahidrofolato:
. NADP+ oxidorreductasa
R0226 I Una reserva de carbono 2,78E- 0 -1
del folato L . 17
por folato/biosintesis de
folato EC:1.5.1.3
Metabolismo metilentetrahidrofolato
MTHFD2m del folato deshidrogenasa (NAD) L7 L2 -1,96
Metabolismo metilentetrahidrofolato
MTHFDwm del folato deshidrogenasa (NADP) 1,65 | -1,88 2,13

*Flujos para escenario “control” ( V.Flux ) y escenario inflamatorio ( P.Flux )

En los astrocitos, tanto la disminucién de la serina como del tetrahidrofolato (THF) inducen
estrés astrocitario, reduciendo la sintesis de NADPH debido a la deficiencia de NAD (Balsa
et al., 2020; Rose et al., 2020). Cuando se pierde la ruta del folato mitocondrial, la
direccionalidad del flujo de carbono citosolico se invierte para compensar la sintesis de
NADPH (Field et al., 2014; Rose et al., 2020). La metilentetrahidrofolato deshidrogenasa
(MTHFD) en tejidos sanos o normales del sistema nervioso central es baja o incluso
inexistente. Sin embargo, la expresién de MTHFD en estados patol6gicos aumenta y genera
una disminucion en la disponibilidad de metiltetrahidrofolato, creando una alta demanda por
parte de los donantes de grupos metilo para la formacion de metionina (Coppede, 2021;
Coppede et al., 2006; Shi et al.,, 2021). Este mecanismo afecta la comunicacién y
sefalizacion neuronal y los procesos antioxidantes que respaldan la funcion mitocondrial
en las células (Coppede et al., 2006; Field et al., 2014; Rose et al., 2020). Como se indico
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anteriormente, nuestro modelo identifico el metabolismo del folato como un conjunto de
reacciones esenciales, y la inactivacion de algunas de ellas exhibe el estrés producido por
PA en el metabolismo astrocitico. Por otro lado, 24 reacciones disminuyeron el flujo
metabdlico, entre las cuales la mayoria son de sintesis de queratan sulfato (33,33%),
transporte extracelular (12,5%), metabolismo de monosacaridos (8,33%) y sintesis de CoA
(8,33%) (Figura 7C). Como se mencion6 anteriormente, las alteraciones en el metabolismo
asociadas a estos subsistemas estan asociadas a procesos proinflamatorios. Segun
nuestro modelo, la via del queratdn sulfato se detectd en el andlisis de esencialidad, al
inhibirse su degradacion, se reduce su sintesis y se observa una alta variabilidad en este
subsistema. Nuestros hallazgos resaltan la importancia que puede tener el queratan sulfato
en la respuesta astrocitaria al PA, lo que lo convierte en un objetivo potencial para futuros

estudios.

5.3 Escenario de tratamiento con tibolona-PA

En el escenario de tratamiento con tibolona, las simulaciones mostraron un crecimiento
celular de 0,605193 mMgWD- 1 h - 1. Después del tratamiento con tibolona in silico, €l
modelo activo el 41,65% de las reacciones bioquimicas (Figura 5C). Al contrastar el modelo
de palmitato contra el modelo de tibolona, la tibolona generé una variacion de flujo en 747
reacciones. Encontramos importantes cambios metabdlicos asociados a la activacion,
inactivacion o cambio de flujo de vias protectoras en astrocitos, o que concuerda con la
simulacién realizada por (Osorio et al., 2020a). En este escenario se encontraron 374
reacciones esenciales cuya variabilidad puede estar asociada a procesos inflamatorios o
protectores. Dentro de estas reacciones, la mayoria se estan contempladas en la oxidacion
de acidos grasos (21,93%), degradacion de queratan sulfato (12,03%), sintesis de queratan
sulfato (9,63%), transporte extracelular (7,22%), transporte mitocondrial (3,74%) y sintesis
de condroitina (3,74%). De estas reacciones, 17 se activaron (Figura 8A) y 60 aumentaron
su valor de flujo (Figura 8B) bajo el tratamiento con tibolona. Entre estas 60 reacciones, los
sistemas bioldégicos mas representativos son la oxidacion de acidos grasos (28,33%), la

sintesis de queratan sulfato (28,33%) y el transporte extracelular (8,33%).
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Figura 8. Resumen de vias asociadas a reacciones bioquimicas que presentaron alta variabilidad de
flujo en comparacién con tibolona. Se calculé el porcentaje de activacién, inactivacion y disminucién o
aumento del valor del caudal frente a los escenarios. (A) Reacciones activadas por tratamiento con tibolona. (B)
Reacciones que aumentan el flujo metabdlico del tratamiento con tibolona.

Bajo el tratamiento con tibolona, se muestra que la sintesis de queratan sulfato aumenta, lo
que probablemente permite que se formen cicatrices gliales al activar la glia, la microglia y
los oligodendrocitos (Tabla suplementaria 1) (Jones & Tuszynski, 2002; Rose et al., 2020;
H. Zhang, Muramatsu, et al., 2006; H. Zhang, Uchimura, et al., 2006). Se ha demostrado
gue la astrogliosis reactiva es beneficiosa para la proteccién neuronal y la regulacion de la
inflamacién en mdltiples afecciones (Sofroniew M. V., 2009). Sin embargo, nuestro modelo
encontré la inactivacion de reacciones asociadas con N-acetilglucosamina 6-O-
sulfotransferasa-1, una enzima relacionada con la sintesis de queratan sulfato (H. Zhang,

Muramatsu, et al., 2006). Es posible que el pretratamiento con tibolona esté activando un
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mecanismo protector en los astrocitos para compensar el efecto lipotdxico del AP y que
ademas, es una activacion muy controlada, similar a la esperada en un escenario protector
(Sofroniew M. V., 2009).
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Figura 9. Resumen de vias asociadas a reacciones bioquimicas que presentaron alta variabilidad de
flujo en comparacion con tibolona. (A) Reacciones que disminuyen el flujo metabélico del tratamiento con
tibolona. (B) Reacciones que se inactivan mediante el tratamiento con tibolona.

Ademas, este escenario mostré la inactivacion de 197 reacciones (Figura 9B) y la
disminucién del flujo de 16 reacciones (Figura 9A), que corresponden a la oxidacion de
acidos grasos (31,47 %), la sintesis de condroitina (7,11 %) y la degradacion de sulfato de
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queratan (5,58%), entre otros. Al igual que con los resultados obtenidos por (Osorio et al.,
2020a), se encontrd que la tasa de absorcion y liberacion de L-glutamina y L-glutamato
mediada por tibolona se redujo, lo que se asocia con efectos neuroprotectores (Flott &
Seifert, 1991). Ademdas, como se mencion6 anteriormente, la tibolona podria afectar
positivamente las vias protectoras al inhibir la degradacién del queratan, lo que permitiria
un posible aumento de la viabilidad celular al proteger la homeostasis celular. Estos
resultados sugieren que la tibolona ejerce una modulacién significativa sobre las reacciones
inflamatorias mediante la activacién de vias protectoras. Asimismo, genera la desactivacion
de vias neuroinflamatorias, lo que concuerda con resultados experimentales (A & Park,
2003; Avila et al., 2014; Gonzalez-giraldo et al., 2019; Hidalgo-lanussa et al., 2017; Martin-

Jiménez et al., 2017).

54 Las reacciones controladoras en un modelo
multiomico de astrocitos se obtienen mediante
patrones de actividad de reaccion y gréaficos de

acoplamiento de flujo

Los resultados anteriores nos permitieron tener una vision global de las posibles reacciones
objetivo segun nuestros modelos. Usamos la teoria de control que combina la eficiencia de
los métodos realizados previamente con la amplitud de los enfoques imparciales al no usar
funciones objetivo y, por lo tanto, permite estudios metabdlicos sistematicos. Segun la teoria
de control y el principio de estado estacionario, las reacciones operan a través de relaciones
de acoplamiento y el estado de las reacciones, de los cuales, autores como (McCloskey et
al., 2013), (Burgard et al., 2004) y (Basler et al., 2016) han propuesto cinco relaciones de
acoplamiento de flujo: direccional, parcial, completa, inhibidora y antiacoplamiento. El
acoplamiento implica que los flujos pueden controlarse regulando las actividades
enzimaticas, las concentraciones y el principio de estado estacionario, lo que sugiere que
la relacion gen-proteina-reaccion debe coordinarse de acuerdo con su estado impuesto
(Basler et al., 2016; Schuetz et al., 2007).

Para determinar si el acoplamiento de flujo refleja los principios funcionales del metabolismo
del modelo de astrocito, analizamos los tres modelos estudiados previamente (control,

lipotoxico y tibolona). Para cada modelo, primero calculamos los cinco tipos de
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acoplamiento y sus frecuencias de acuerdo con el perfil de enlace de flujo para cada modelo
(Figura 10A, B). Encontramos que los perfiles de acoplamiento para las tres redes son
similares. Sin embargo, las reacciones que participan en cada modelo varian de acuerdo
con las caracteristicas metaboélicas de cada escenario, lo cual es consistente con el analisis
anterior. De acuerdo con los resultados obtenidos por (Basler et al., 2016), rara vez se
encuentra antiacoplamiento en este tipo de modelos, por lo que las frecuencias de
antiacoplamiento encontradas (< 0.1) para nuestras redes multiomicas son consistentes

con sus resultados.
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Figura 10. Agrupacion de perfiles de acoplamiento de flujo. Utilizamos tres métodos de agrupamiento:

jerarquico, k-means y kmedoids para la clasificacion del perfil de acoplamiento. (A) Perfiles de acoplamiento de
flujo del modelo multiomico "saludable" de astrocito; (B) Perfiles de acoplamiento de flujo del modelo multiGmico

lipotoxico de astrocito.

Considerando las cinco relaciones de acoplamiento, aplicamos la metodologia utilizada por
(Basler et al., 2016), en el que se consideran los patrones de actividad, a través de un
gréafico de control. El grafico de control indica qué reacciones controlan el estado de otras
reacciones para el patrén de actividad considerando el esquema de muestreo descrito y
calculando el promedio de las reacciones del conductor sobre 1000 patrones de actividad
(Basler et al., 2016; Terzer & Stelling, 2008). Por lo tanto, determinamos que la fraccion de
reacciones que son controladoras del metabolismo central para el modelo de astrocitos es
de aproximadamente 41,95 %. Esto es consistente con las fracciones que van del 35,8% al
49,2% para los eucariotas (Basler et al. 2016). Es importante resaltar que la mayoria de las

reacciones encontradas son parte del metabolismo central, controlando indirectamente las
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reacciones del metabolismo secundario, como se observé en nuestros analisis previos.
También es importante resaltar que este es un proceso que consume tiempo y recursos
informaticos. En nuestro caso, para una red de este tamafio y con los recursos de hardware
descritos en la seccion Métodos, este analisis nos tomé dos semanas de recursos

informaticos para completarse.

5.5 Reacciones controladoras en un modelo de astrocitos

multiobmicos en un escenario lipotéxico

Como se describié anteriormente, el aumento de la captacion de L-serina, D-glucosa, L-
glutamato y la liberacién de L-glutamina y lactato es una respuesta habitual a la respuesta
inflamatoria. Asi como la activacién y desactivacion de vias metabdlicas asociadas a la
inflamacién y al estrés oxidativo. Sin embargo, sigue siendo un desafio identificar la relacion
de genes y enzimas que sirven como posibles factores de activacion de la lesion astrocitaria
en un escenario lipotdxico y su modulacién con tibolona. Por lo tanto, analizamos las
asociaciones gen-enzima-reaccion clasificando los nodos controladores segun sus roles en
cada escenario del modelo (Devkota & Wuchty, 2020), agrupandolos en tres clases segun
el numero de patrones de actividad (critico, redundante, y reacciones intermitentes) (Basler
et al. 2016) (Figura 11). Para los tres modelos evaluados, encontramos 84 reacciones
criticas asociadas con el metabolismo central: metabolismo de carbohidratos (es decir,
glucdlisis, gluconeogénesis), vias de pentosa fosfato, ciclo de acido tricarboxilico,

biosintesis de aminoacidos y vias de intercambio de aminoacidos (Tabla suplementaria 2).
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Figura 11. Diagrama de Venn que muestra el nimero de reacciones asociadas en cada modelo con

reacciones redundantes, intermitentes y criticas, y sus intersecciones.

Para identificar los patrones de control de flujo que subyacen a los cambios saludables en

el metabolismo de las células astrocitarias, identificamos reacciones controladoras criticas

en el modelo de acido palmitico, que son redundantes o intermitentes en el modelo de

control. Nos referimos a estas reacciones como interruptores metabélicos debido a su papel

divergente en el control del efecto lipotoxico en la célula astrocitaria pero no en el

metabolismo saludable. En total, se encontraron 25 cambios metabdlicos, donde el perfil de

acoplamiento difiere entre los modelos de control y AP, principalmente en los acoplamientos

direccionales, inhibitorios y parciales (Figura 12).
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Figura 12. cambio en lafrecuencia de acoplamiento de interruptores metabélicos en el modelo control

frente al modelo lipotoxico. El diagrama de cajas muestra la comparacion de los perfiles de acoplamiento de
las reacciones controladoras criticas en el escenario inflamatorio frente al "saludable"/control. Las reacciones
controladoras criticas en el modelo lipotéxico y las reacciones redundantes e intermitentes en el modelo sano
se consideran interruptores metabdlicos. Los valores negativos indican un bajo nimero de acoplamientos en
los modelos metabdlicos y los valores positivos indican muchos acoplamientos. El nimero de acoplamientos
anti y completos de las reacciones impulsoras criticas en el modelo lipotéxico es similar en el modelo sano,

mientras que las reacciones inhibitorias, parciales y direccionales varian.

Considerando lo anterior, enfocamos nuestro analisis en los 25 interruptores metabdlicos y
su influencia en el fenotipo metabdlico astrocitico cuando es modulado por PA (Figura 13).
Como se mencion0 anteriormente, los astrocitos utilizan glucosa a través de la glucdlisis
como fuente de energia primaria, generando piruvato como producto principal. Por

supuesto, hubo un estrecho acoplamiento entre la produccion de piruvato y las reacciones
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oxidativas de la glucosa en el modelo de astrocito sano. Sin embargo, en presencia de PA,
las reacciones asociadas con la glucdlisis: catélisis de gliceraldehido 3-fosfato a D-glicerato
1,3-bisfosfato (GAPD, EC .1.2.1.12) por gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa y catélisis
de la transferencia reversible de un grupo fosfato de 1,3-bisfosfoglicerato a ADP que
produce 3-fosfoglicerato y ATP (PGK, EC. 2.7.2.3) por la fosfoglicerato quinasa, pueden
inhibirse parcialmente, especialmente por la interaccién de acoplamiento activo debido a su
papel en la co-produccion de piruvato (Figura suplementaria 1). Este resultado sugiere
que PA aumenta la dependencia de la oxidacién de &cidos grasos en los astrocitos (Fell,
2005; Rose et al., 2020; Schafer et al., 2004; M. Yang & Vousden, 2016). Los perfiles
inhibitorios descritos anteriormente alteran las reacciones asociadas con el metabolismo
del folato FTCD (GluForTx , EC. 2.1.2.5; 4.3.1.4) discutidas anteriormente y la reaccién de
catdlisis del argininosuccinato por la argininosuccinato sintasa (ARGSS, EC. 6.3.4.5)
asociada con el metabolismo de la urea. Esto confirma el papel previsto de estas reacciones

como impulsores criticos en un escenario dentro de PA, pero no en el escenario de control.
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Figura 13. La presencia de 25 interruptores metabélicos en el modelo lipot6xico permite identificar
reacciones criticas.

(1) En los astrocitos, la glucosa se usa a través de la glucélisis como fuente de energia primaria; sin embargo,
PA regula negativamente las reacciones asociadas con esta via metabdlica a través de GAPD y PGK. Ademas,
se ha demostrado que la exposicidn recurrente a niveles bajos de glucosa aumenta la dependencia de la FAO
de los astrocitos. En nuestro modelo, la presencia de PA puede modular y alterar la COAtm, afectando la
descarbonizaciéon oxidativa del piruvato. (2) Los é&cidos grasos (FA) con menos 12-C pueden ingresar
directamente a las mitocondrias; sin embargo, los acidos grasos con 13-21 carbonos necesitan la lanzadera de
carnitina para pasar a la mitocondria. En presencia de PA, las reacciones de transporte de carnitina C4tcx,
C4tmc y C4x mostraron regulacion a la baja. (3) la B-oxidacion es la ruta preferible para la sintesis de AC-CoA.
En presencia de PA, puede verse alterado por la regulacion negativa de CACRNCPT2, que transporta carnitina
para la hidrdlisis final de los acidos grasos y modula las reacciones FAOXC16080x, FAOXC6C4x, FAOXC8C6x
y r0735. (4) PA aumenta HMGCOASIim y HMGCOAtm, probablemente generando una alta produccion de
cuerpos cetonicos, que actian como combustible alternativo. (5) La cisteina Ex_cys_L junto con el glutamato
Ex_glu_L permite la sintesis de glutation (GSH). En el caso del estrés oxidativo generado por PA, se afecta la
produccién de ROS dependientes de NADPH, desregulando el estado redox. En nuestro modelo, las reacciones
asociadas con la biosintesis de pirimidinas, OROTGLUt y r0839, demostraron un papel critico en presencia de
PA; Ex_cys_L se presenté como una reaccion critica debido a sus diferentes roles, especialmente en la

produccién de GSH y palmitoilacion. (6) Las reacciones asociadas con la ruta del folato se han determinado
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como esenciales en la etapa lipotdxica. Estas reacciones son FTHFLm, MTHFD y GHMT2r. También
encontramos interruptores metabdlicos involucrados en el mantenimiento celular que, en presencia de PA, los
cuales modulan las vias metabdlicas centrales y secundarias, incluidos EX_pro_L (e), FORt2m (para el
transporte de formiato mitocondrial), DGTPtn (difusion de DGTP en el nucleo) y transporte de H20.

El cambio de flujo en el modelo lipotéxico genera una modulacién inhibitoria parcial o total
del transporte de CoA mitocondrial (COAtm), afectando la descarboxilacion oxidativa de
piruvato a acetil-CoA vy la esterificacion de acidos grasos (proceso dependiente de ATP)
(Rose et al., 2020). En este proceso, la lanzadera de carnitina necesita atravesar la
membrana mitocondrial y oxidarse para metabolizar los acidos grasos. Por lo tanto, y como
se menciond anteriormente, la carnitina representa un biomarcador y, al mismo tiempo, esta
completamente acoplado con reacciones del ciclo de B-oxidacion. Esto podria indicar que
las reacciones asociadas a su transporte (C4tcx, C4tmc, C4xy C4ACRNCPTZ2, EC. 2.3.1.21)
son esenciales en el metabolismo de los astrocitos ya que pueden modular el transporte de
los tioésteres de la coenzima A (Acyl-CoA). En presencia de PA, encontramos que las
reacciones asociadas al transporte de carnitina no se inhiben completamente, pero generan
una modulacién a la baja de las reacciones totalmente acopladas: relacionadas con la -
oxidacion de acidos de cadena larga (FAOXC16080x, EC. 2.3 . 1.16; 2.3.1.155; 2.3.1.9), B-
oxidacion de acidos grasos C8->C6 (FAOXC8C6x, EC. 4.2.1.17; 5.3.3.8; 1.1.1.35), -
oxidacién de &cidos grasos C6->C4 ( FAOXC6C4x, EC. 1.1.1.n12; 4.2.1.107; 4.2.1.119) y
r0735, afectando asi la oxidacion de acidos grasos e induciendo su acumulacién en el
reticulo endoplasmico (Piccolis et al., 2019; Souza et al., 2019; S. Y. Yang et al., 1987). Lo
anterior conduce a la regulacién positiva de la formacion de cuerpos ceténicos a través del
acoplamiento direccional y el cambio en el flujo metabdlico a reacciones asociadas con las
enzimas mitocondriales HMG-CoA sintasa, en nuestro caso hidroximetilglutaril -CoA sintasa
(HMGCOASIm , EC. 2.3. 3.10) y 3-hidroxi- 3-metilglutaril coenzima A (HMG-CoA) (
HMGCOAtm) (Farmer et al., 2020; Le Foll & Levin, 2016).

Por otro lado, los carbonos de glucosa también se pueden utilizar para sintetizar cisteina,
que, junto con el glutamato (Ex_glu_L en el modelo) es utilizado para la sintesis de
glutamina, permitiendo la sintesis de glutation (GSH), que es esencial para la amortiguacion
redox (M. Yang & Vousden, 2016). Ademas, el estrés oxidativo generado por AP puede

regularse reprimiendo el metabolismo de la glucosa, disminuyendo la produccion de ROS
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extracelulares dependientes de NADPH (Arnedo et al., 2011; Rose et al., 2020; Vicente-
Gutierrez et al., 2019).

Como se menciond anteriormente, las reacciones asociadas con la via del folato se han
determinado previamente como esenciales en el escenario lipotoxico. Esta via apoya la
transferencia de unidades de carbono de la serina para procesos biosintéticos. Sin
embargo, cuando esta via es modulada negativamente, se genera una disminucion en la
biosintesis de NADPH debido a la deficiencia de NAD+ (Bailey & Gregory, 1999; Field et
al., 2014). De acuerdo con estos hallazgos, nuestro modelo predice la regulacion de la
reaccion de la formiato - tetrahidrofolato ligasa (FTHFLm , EC. 1.1.1.300), que participa en
la transferencia de unidades de carbono, esenciales para varias rutas biosintéticas.
Ademas, esta directamente relacionado con el MTHFD discutido anteriormente, que en
presencia de un insulto puede afectar las funciones de mantenimiento mitocondrial y la
homeostasis celular (Bailey & Gregory, 1999; Coppede, 2021; Coppede et al., 2006; Shi et
al., 2021).

Como mostramos anteriormente, una de las vias metabdlicas que tiene mas acoplamientos
direccionales e inhibitorios con otras vias es el ciclo del folato. También se alteran otros
interruptores metabdlicos asociados con diferentes vias metabdlicas dependientes de
NADPH, como la reaccion relacionada con la GMP reductasa (Field et al., 2014; Rose et
al., 2020). La GMP reductasa cataliza la desaminacion irreversible de GMP para la
conversion de nucledtidos de guanosina en nucleétidos de inosina, precursores de los
nucleétidos de adenosina, gue mantienen el equilibrio de nucleétidos intracelulares (Ipata
& Tozzi, 2006). Encontramos que la reaccién asociada con la Glicina hidroximetiltransferasa
(GHMTZr, EC. 2.1.2.1) se representa como critica ya que es parte de la poliglutamilacion
del folato, pero también esta total y direccionalmente acoplado al metabolismo de purina,
serina, alanina y treonina (Fell, 2005; Rose et al., 2020; Yin, 2015). La glicina es una fuente
importante para transferir unidades de carbono a través de intermediarios de folato porque
una modulacion descendente representaria una modulacion negativa en el ciclo del folato
(Rose et al., 2020; M. Yang & Vousden, 2016). Finalmente, otras reacciones como
EX_pro_L (e), FORt2m (para el transporte de formiato mitocondrial), DGTPtn (difusion de
desoxiguanosina-trifosfato en el nucleo) y el transporte de H.O son vias metabdlicas
indirectamente moduladas por el acido palmitico y son esenciales para la mantenimiento

de la homeostasis cerebral (Badaut, 2010; Leanza et al., 2008; Nagelhus & Ottersen, 2013;
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Pietzke et al., 2020). Es importante tener en cuenta que los intermediarios asociados a cada
ruta metabdlica proporcionan precursores para la biosintesis de varias clases de moléculas.
Asi, cualquier alteracion que puede modificar los procesos biosintéticos, altera la
homeostasis celular astrocitaria y repercutir en los procesos metabdlicos de cooperacion

neuronal.

Aunque nuestro modelo demostr6 el papel de control (inhibidor) de las reacciones
asociadas al antiportador glutamato-orotato (OROTGLULt), es importante mencionar que en
las células eucariotas, la ausencia de este antiportador o su modulacion impide la captacion
de acido orético (AO), demostrando una capacidad limitante para utilizar AO, y por tanto,
generar una modulacién inhibitoria del transporte de orotato (r0839) para la biosintesis de
pirimidinas de RNA (Fumagalli et al., 2017; Sonnewald et al., 1998). Nuestro modelo
también encontré una modulacién del intercambio de cisteina ( Ex_cys_L ), que tiene varias
funciones cruciales en las células astrocitarias al contribuir a la produccién de GSH y
palmitoilacion (Butland et al., 2014; F. B. Young et al., 2012). Ademas, la palmitoilacion

también permite el ajuste de las funciones de las proteinas (Young et al., 2012).

Finalmente, dentro de estos 25 interruptores metabdlicos, comparamos los cambios
metabdlicos entre el modelo metabdlico PA y el modelo astrocitico bajo pretratamiento con
tibolona, es decir, reacciones criticas en el modelo PA y redundantes en las células tratadas
con tibolona y astrocitos sanos. En total, encontramos nueve reacciones de este tipo,
incluyendo  transporte  nuclear, peroxisomal y  extracelular, asi como
glucolisis/gluconeogénesis y metabolismo de aminoacidos (Tabla 7). El hecho de que estas
reacciones puedan ser controladas por otras reacciones en el escenario de tibolona pero
no en el inflamatorio implica que serian clave para el tratamiento protector. Por lo tanto, el
posible papel de disminuir el acoplamiento inhibidor o competitivo de la mayoria de las
reacciones y la capacidad protectora de la tibolona probablemente resida en estas nueve
reacciones. Sin embargo, sera necesaria mas investigacion para evaluar la importancia de

los cambios metabdlicos propuestos aqui.
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Tabla 7. Conjunto de reacciones criticas del modelo PA que tienen un papel

divergente en los modelos sano y de tibolona.

Reaccién PA modelo modelo Subsistema
modelo saludable tibolona
DGTPtn Critico Intermitente Intermitente transporte nuclear
EX glu_L | Critico Intermitente Intermitente Reaccién de
(e) intercambio/demanda
EX pro_L | Critico Intermitente Redundante Reaccién de
(e) intercambio/demanda
GPD Critico Intermitente Intermitente Glucdlisis/gluconeogénesis
GHMT2r Critico Intermitente Intermitente | Metabolismo de la glicina, serina,
alanina y treonina
H20tp Critico Intermitente Intermitente Transporte peroxisomal
OROTGLUt | Critico Intermitente Redundante Transporte, extracelular
PGK Critico Intermitente Intermitente Glucdlisis/gluconeogénesis
r0839 Critico Intermitente Redundante Transporte, extracelular
5.6 Potenciales blancos terapéuticos asociados a los

nodos controladores

Dados los 25 interruptores metabdlicos identificados anteriormente y su influencia en el
fenotipo metabdlico astrocitico modulado por PA, caracterizamos las estructuras de las
enzimas implicadas en las reacciones controladoras anteriormente descritas (Tabla
suplementaria 3). Como se ha mencionado, las enzimas descritas en este estudio tienen
un papel esencial en el metabolismo astrocitario, siendo objetivos clave para la homeostasis
celular en un estado saludable. Reacciones como FTHFL asociada al metabolismo del
folato, CACRNCPT2, que transporta carnitina para la hidrdlisis final de los acidos grasos y
que a su vez modula las reacciones FAOXC16080x, FAOXC6C4x, FAOXC8C6x, son
ejemplo de las reacciones que han sido experimentalmente estudiadas en la modulacion
de vias metabdlicas centrales y secundarias del astrocito en presencia de PA (Piccolis et

al., 2019; Souza et al., 2019; S. Y. Yang et al., 1987). Estas reacciones son elementos clave
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en la fisiopatologia de enfermedades complejas puesto que son las coordinadoras de la
afectacion asociada a lipotoxicidad y, por ende, constituyen blancos terapéuticos
promisorios, pues su intervencion podria reflejarse en el aumento de la eficacia terapéutica,
dada la exploracion sistémica previamente desarrollada. En ese sentido, realizamos una
primera caracterizacion del potencial terapéutico de cada proteina, mediante la
caracterizacién in silico de cavidades con potencial drogable en las estructuras de las 25
proteinas. La deteccion, caracterizacibn y analisis de cavidades nhos permitira
posteriormente realizar la prediccion de la unién de ligandos covalentes (farmacos) y por lo
tanto promover el estudio y/o disefio de farmacos con potencial de interaccion con las

proteinas de las reacciones controladoras (Xu et al., 2018).

Para la deteccion y caracterizacién de cavidades, se han adoptado métodos basados en
geometria estructural, analisis de la superficie de proteinas, asi como, el analisis del
volumen de las cavidades, area de superficie y la capacidad de formacién de enlaces de
hidrégeno (Cammisa et al., 2012; Greener & Sternberg, 2015; Gupta et al., 2018), siendo la
finalidad de estos métodos el identificar en las proteinas caracteristicas estructurales que
favorecen el reconocimiento del ligando. En ese sentido, realizamos una primera
caracterizacion del potencial terapéutico de cada proteina, para lo que se realizd la
caracterizacion in silico de cavidades con potencial drogable (o potencial de unién

covalente) en las estructuras de las 25 proteinas (Tabla suplementaria 4).

Encontramos 16 enzimas con cavidades potencialmente drogables que, a su vez, contienen
el sitio activo de la proteina (Tabla suplementaria 5). En contextos patoldgicos, como es el
caso de la obesidad, se ha estudiado la capacidad de inhibiciéon o activacién de enzimas
asociadas a la oxidacion de acidos grasos. La enzima 3-cetoacil-CoA tiolasa ha sido
ampliamente estudiada para el tratamiento con trimetazidina para mejorar la resistencia a
la insulina en ratones obesos de manera experimental (Dhote et al., 2022; Xia et al., 2019).
Sin embargo, estudios recientes han demostrado el efecto positivo de la combinacién de la
trimetazidina y la progesterona en la lesion cerebral (Ussher et al., 2014). Las interacciones
de las dianas moleculares como 3-cetoacil-CoA tiolasa (Uniprot ID: P09110), la enoil
reductasa (Uniprot ID: Q9BV79) con los ligandos propuestos, demostro la formacion de
multiples interacciones (alquilo, pi-sigma, pi-cation) con los amino&cidos Ser-, Val- y Phe-
presentes en el sitio activo de las enzimas, indicando su potencial como potenciales

receptores de farmacos. Lo anterior concuerda con nuestros resultados, al presentar
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interacciones similares con el ligando natural de las enzimas, especialmente con la enzima
3-cetoacil-CoA tiolasa generando estabilizacién molecular (Figura 14). A nivel experimental,
se ha demostrado que esta estabilizacion con las dianas moleculares (trimetazidina y
progesterona) para las dos enzimas evaluadas, puede activar procesos de neuroproteccion
al reducir, 1) el estrés oxidativo y 2) la inflamacién en la lesién por isquemia demostrando
la capacidad farmacoldgica de los ligandos evaluados (Dhote et al., 2022; Ussher et al.,
2014).

Figura 14. Representacion superficial de la estructura monomérica de la enzima 3-cetoacil-CoA tiolasa

(Uniprot ID: P09110). La enzima 3-cetoacil-CoA tiolasa cataliza la reacciéon de condensacion de acil-CoA o acil-
acil ACP con malonil-CoA para formar 3-cetoacil-CoA ().(A) Cavidad drogable del sitio activo (verde) de la
enzima en presencia del ligando natural Acetil Coenzima A (naranja). (B) Ampliacion de la vista de las

interacciones entre los aminoacidos del sitio activo y el ligando natural.

Respecto a la enzima trans 2-enoil CoA reductasa peroxisomal, se han encontrado
aminoacidos conservados en el sitio activo como Arg50, Arg82, Serl20 y Phell2,
esenciales para la catalisis (reduccion de 2-enoil CoA para producir un acil CoA saturado),
los mismo encontrados en nuestras simulaciones como puntos de estabilizacion para la
interaccion con un posible farmaco. Si bien son pocos los estudios relacionados con la
inhibicion de esta enzima, se ha logrado determinar la inhibicion de esta enzima por
mutaciones en su sitio activo, debido a la inestabilidad molecular, lo cual, perjudica el
acoplamiento con el ligando natural e inhibiendo la actividad de elongacién de los &cidos

grasos y generando un cambio en el perfil de esfingolipidos. Lo anterior conduce a procesos
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de demencia no sindromicos, por lo que, a inhibicién del sitio activo de esta enzima impacta
en la funcion, sugiriendo que, la intervencion de esta cavidad puede intervenir la funcion
enzimética y a su vez, puede mejorar el contexto patologico de interés (N. Zhang et al.,
2016). Ademas, se ha descrito que si bien rara vez se investiga el papel de la familia de
proteinas de elongacién de acidos grasos (HACD), se sugiere que ligandos que modulen la
esta proteina pueden brindar proteccion contra la adiposidad al aumentar la oxidacién de
acidos grasos manteniendo la homeostasis energética, siendo entonces, un objetivo
terapéutico prometedor para el manejo de la obesidad y las enfermedades metabdlicas
asociadas (N. Zhang et al., 2016).

Ademas de nuestros hallazgos anteriores, quisimos estudiar el potencial alostérico de las
16 enzimas con potencial drogable con la finalidad de la regulacion de las macromoléculas
mediante la unidn de un ligando (farmacos alostéricos) en el sitio activo de la proteina y
luego afectar la funcién de otros sitios de esta. Por lo tanto, encontramos que 13 de las 16
proteinas cuentan con un potencial alostérico en una o mas de sus cavidades. Como se
menciond anteriormente, los astrocitos tienen un metabolismo altamente energético, sin
embargo, en presencia de PA, las reacciones asociadas a la glucdlisis pueden inhibirse. A
nivel del sitio activo, una cavidad con potencial drogable fuerte, se ha encontrado que el
inhibidor de la quinasa reguladora del ciclo celular de levadura NG52, al acoplarse en el
sitio activo de PGK (W. Wang et al., 2020), disminuye la fosforilacion de proteinas
importantes como la piruvato deshidrogenasa quinasa 1 regulando la actividad del complejo
piruvato deshidrogenasa (Balog, 2014). Ademas, se ha demostrado que NG52 podria inhibir
la proliferacion de gliomas mediante la inhibicién farmacolégica de PGK (W. Wang et al.,
2020).

Respecto a la enzima gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH), se ha demostrado
gue cuenta con un sitio catalitico en cada uno de sus monémeros, en donde encontramos
una cavidad con potencial fuertemente drogable que tiene potencial de regular
alostéricamente dos cavidades opuestas al sitio activo (Figura suplementaria 2A). De
acuerdo con estudios realizados por (Barinova et al., 2018), se ha determinado que la
interaccion de esta enzima con alfa-sinucleina en cuerpos de Lewy en la enfermedad de
Parkinson tienen una alta influencia en las propiedades cataliticas de la enzima (Ayyildiz et

al., 2020). Se ha determinado que la interaccion entre alfa-sinucleina y el sitio activo de
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GAPDH, especificamente con los residuos de cisteina, estan directamente involucrados en
la catalisis, por lo que la interaccion de la alfa-sinucleina con estos residuos ha mostrado
(mediante simulacibn molecular), una inactivacion de la proteina incrementando la
propension a agregacion de alfa-sinucleina. Lo anterior, junto a otros estudios, ha
demostrado que la modulacion de esta enzima podria ser una de las causas de los cambios
patoldgicos caracteristicos observados en la EP (Ayyildiz et al., 2020; Barinova et al., 2018).
Sin embargo, se destaca la regulacion alostérica de la canalizacién de sustratos en el sitio
activo de esta enzima, en donde, se describe cavidades alostéricas cerca de la region
catalitica, que coincide con un loop modulado por las fosforilacion de Ser50, Ser 203y Tyr
41 en la regulacion de la actividad enzimatica a través del ensamblaje del oligémero vy el
sitio de unién a NAD (Ayyildiz et al., 2020). Estudios realizados por (Ayyildiz et al., 2020)
indican que Ser 50 y Tyr 41 juegan un papel importante en la estabilizacion enzimatica vy,
por lo tanto, en la regulacion del metabolismo al interactuar con GAPDH, mediante
regulacion alostérica de las diferencias en las tasas de desactivacién enzima-sustrato entre

diferentes sustratos o isoenzimas.

Como se ha mencionado previamente, el dafio con PA en astrocitos modula la oxidacion
de acidos grasos. Dentro de las reacciones controladoras, analizamos las enzimas
relacionadas a estos procesos, cuyas cavidades drogables cuentan con potencial de regular
alostéricamente otras regiones de la proteina (Reductasa de proteina transportadora de
enoil-acilo; Carnitina palmitoiltransferasa Il (CPT-2); enoil-CoA hidratasa y 3-hidroxiacil CoA
deshidrogenasa; Enzima peroxisomal multifuncional tipo 2; acil-coenzima A oxidasa 1 del
peroxisoma; Enzima Carnitina O-octanoiltransferasa peroxisomal). Si bien son pocos los
estudios relacionados con la identificacion de sitios potencialmente alostéricos con estas
enzimas, la carnitina palmitoiltransferasa es un actor central en el metabolismo de lipidos,
ya gue cataliza el primer paso hacia la oxidacién de acidos grasos (Hu et al., 2022). Se ha
descrito que la mayoria de los inhibidores de esta enzima se unen al sitio activo
interactuando con los amino&cidos Lys 379 y la estabilizacion dada por la formacion de
puentes de hidrégeno entre el sustrato y los amino&cidos Ser 338 y Ala 339 (Hu et al.,
2022). Dentro de los inhibidores més estudiados estan los acidos carboxilicos de oxirano y
anélogos de acilcarnitina (anédlogos de sustrato) (Hu et al., 2022; Jarugumilli et al., n.d.). Sin
embargo, debido a la cantidad de sitios alostéricos que presenta esta enzima, se ha descrito

(desde un punto de vista mecanico), que aunque la mayoria de inhibidores se unen al sitio
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activo, algunos se unen al sitio alostérico (cavidad 4 y 7) de la malonil-coenzima A, lo cual
concuerda con nuestros resultados (Figura 15). Se ha determinado que algunos de los
inhibidores estudiados son eficaces contra la enfermedad de Alzheimer, las enfermedades

cardiovasculares y el cancer (Hu et al., 2022; Paraiso et al., 2021).

B Cavidad 4

Cavidad 1

Cavidad 7

Cavidad 5

Cavidad 2

— Cavidad 6

Figura 15. cavidades detectadas con potencial drogable alostéricas al sitio de unién al ligando natural

de la carnitina palmitoiltransferasa 2 (Uniprot ID: P23786). (A) Cavidad drogable asociada al sitio de union

al ligando (verde); (B) Cavidades alostéricas altamente correlacionadas con el sitio de union al ligando.

Si bien existe poca informacion asociada al modelamiento alostérico enfocado a la enzima
Carnitina O-octanoiltransferasa peroxisomal, se ha demostrado que esta enzima, cuenta
con una alta homologia del sitio activo (63,1%) con la enzima carnitina palmitoiltransferasa
y que al igual que esta Ultima, los inhibidores no selectivos (inhibidores que afectan a mas
de una isoenzima), tienen un mecanismo de inhibicién alostérica con esta enzima al no
unirse al sitio catalitico, si no al sitio de unibn mas cercano al sitio activo (Figura

suplementaria 3D, cavidades 2 y 4) (Ceccarelli et al., 2011).

Respecto a la enzima guanosina monofosfato reductasa, autores como (H. Liu et al., 2018)
han propuesto la enzima como una potencial diana terapéutica para la enfermedad de
Alzheimer, en donde evaluaron 1174 medicamentos aprobados por la FDA, encontrando 5
farmacos como candidatos (Lumacaftor, ledipasvir, deslanosida, lurasidona y eltrombopag).
De forma interesante, los autores encontraron que en la interaccion con los farmacos se

produjo una alta formacion de puentes de hidrégeno en el sitio activo especialmente con el
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amino&cido Cys186 y el loop conformado por los residuos 129-133 y la region 268-190 (H.
Liu et al., 2018), corrigiendo el plegamiento de la proteina, lo que probablemente indica que
estos medicamentos pueden inhibir la enzima (J. Li et al., 2006; Salvatore et al., 1998). Si
bien se ha descrito el potencial alostérico de esta enzima al ser inhibida por la proteina
desacopladora (UCP-1), aun son pocos los estudios que describen sus cavidades
alostéricas. Por otro lado, la enzima C-1-tetrahidrofolato sintasa (MTHFD1), enzima que
participa en el metabolismo del folato, ha sido propuesta como blanco terapéutico para el
tratamiento de carcinoma de pancreas mediante su interaccion con el fumarato de dimetilo
(DMF) (K. Chen et al., 2021). Estos estudios han determinado que el DMF interactliia con
cavidades cercanas al sitio activo de MTHFD1 y DMF, mediante la unién especifica con dos
residuos de cisteina, cys143y cys236, modificando covalentemente los residuos de cisteina
y eventualmente, interrumpiendo el metabolismo del folato (K. Chen et al., 2021). Lo anterior
es de interés ya que, el DMF inhibe posiblemente la proteina al afectar diferentes sitios de
union, diferentes al sitio catalitico, por lo que, es posible que estas cavidades drogables
regulen a otras cavidades de la proteina.

Como parte de este estudio, se proponen la enzima portadora de pirofosfato de tiamina
mitocondrial, la enzima transportadora de solutos 22 miembro 7, la enzima peroxisomal
multifuncional tipo 2 y la enzima peroxisomal acil-coenzima A oxidasa 1, como proteinas
novedosas proteinas como potencial terapéutico para las patologias promovidas por la
condicion de lipotoxicidad, dado que a la fecha no hay estudio que reporten su valor en este

contexto.

Finalmente, es importante destacar que las enfermedades neurodegenerativas, como
cualquier enfermedad multifactorial, presentan mdltiples alteraciones en diferentes
mecanismos celulares y moleculares. En ese sentido, el estudio holistico de las condiciones
patolégicas que promueven dichas enfermedades, como la lipotoxicidad por PA en
astrocitos, es fundamental para el desarrollo de tratamientos eficaces. Aunque en el
presente estudio se identificaron todas las reacciones claves en el insulto astrocitario con
PA, asi como los potenciales blancos terapéuticos relacionados, se hace necesario
continuar con la caracterizacion de dichos potenciales blancos desde una perspectiva
polifarmacoldgica, de manera que se logren identificar cavidades drogables comunes entre
las 16 proteinas identificadas y asi puedan proponerse ligandos que regulen mas de una

reaccion controladora a la vez.
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6.Conclusiones y perspectivas

6.1 Conclusiones

En este estudio, nos hemos centrado en el PA y su papel regulador en las células
astrocitarias a nivel multiomico. Al actualizar un modelo metabdlico a escala del genoma
publicado anteriormente, realizamos una integracibn de datos transcriptomicos y
proteémicos mediante un enfoque novedoso. Este enfoque nos permitio identificar
reacciones de tipo controlador que previamente se habian caracterizado
experimentalmente como criticas. Estas reacciones mostraron un papel esencial en el
metabolismo de los astrocitos, no solo a nivel local (donde desempefian su funcion
principal) sino también controlando directa o indirectamente otras reacciones.
Caracterizamos estas reacciones como cambios metabdlicos en el modelo lipotoxico,

siendo puntos clave para la homeostasis de los astrocitos en un estado saludable.

Estos resultados prometedores resaltan la viabilidad de aplicar la teoria del control para
postular reacciones previamente identificadas o sugerir otras nuevas como posibles
objetivos de estudio o tratamiento. Este enfoque facilitd la comprension de los aspectos
mecanicos del control dentro de la célula astrocitaria, como la inhibicion de la produccion
de energia a través de la B-oxidacion de acidos grasos o el ciclo del folato (reacciones
FTHFL y MTHFD), cambiando a la formacién de cuerpos cetdnicos por regulacién positiva
de HMGCOASIm, mecanismos altamente descritos en procesos de estrés generados por
PA. Ademas, encontramos que el transporte nuclear, peroxisomal y extracelular, asi como
la glucdlisis/gluconeogénesis y el metabolismo de aminoacidos son criticos solo en la
condicién de PA pero no en astrocitos sanos o tratados con tibolona. Dicha informacién no
solo permitiria comprender mejor el nivel sistémico de la respuesta astrocitaria a PA y
tibolona, sino que también sentara las bases para futuras investigaciones farmacoldgicas,
orientadas a crear terapias mas efectivas, y en el campo del control, encaminadas a
extender su aplicaciones en los fendmenos biolégicos, como el posible papel de estos
interruptores metabdlicos como efectores de oscilaciones multiomicas, como se ha sugerido

para organismos como Escherichia coli (Bardozzo et al. 2020).
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Asi mismo, nuestros resultados han mostrado la capacidad de predictibilidad de este tipo
de metodologias, ya que, la mayoria de los interruptores metabdlicos propuestos estan
actualmente evaluados para el tratamiento de patologias como el Alzheimer, como es el
caso de la enzima guanosina monofosfato reductasa. En ese sentido, las cavidades
drogables que tienen potencial alostérico, representan un gran interés al tener un impacto
adicional en la proteina y un mayor efecto inhibitorio respecto a las cavidades. Finalmente,
nuestros resultados junto con este marco de estudio pueden usarse para explorar in silico
los mecanismos de regulacién de las células astrocitarias, dirigiendo un futuro trabajo

experimental mas complejo en enfermedades neurodegenerativas.

6.2 Perspectivas a futuro

A partir de los resultados y discusiones presentados, las perspectivas de trabajos futuros
se orientan en convalidar los resultados in-silico obtenidos en el presente trabajo con datos
experimentales y de esta manera, comprender mejor los mecanismos metabélicos

asociados a lipotoxicidad en los astrocitos.

Es por esto que, estos resultados estan en proceso de validacion experimental con el grupo
de Bioquimica Experimental y Computacional de la Pontifica Universidad Javeriana, en
donde se estan adelantando ensayos con de oxidacién de &cidos grasos (ab217602) y el
ensayo de la actividad reductasa de HMG-CoA. Asi mismo, estamos realizando el
alineamiento de cavidades entre proteinas para la caracterizacién y determinacion de
propiedades estructurales similares entre enzimas para la proposicion de nuevas moléculas
o farmacos, capaces de modular varios blancos terapéuticos al mismo tiempo, potenciando

su efecto terapéutico.

A partir de este proyecto buscamos contribuir a los esfuerzos previos liderados por los
laboratorios de Bioquimica Experimental y Computacional de la Pontifica Universidad
Javeriana y el Instituto de Genética de la Universidad Nacional de Colombia, ya que
generamos el primer GEM multibmico de astrocito humano en estado normal y sometido a
PA e identificamos por primera vez, de la estructura de control (i.e. grafo de acoplamiento

de flujos, perfil de acoplamiento de flujos y reacciones controladoras) que esta involucrada
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en la desregulacion del metabolismo astrocitario por un insulto con PA, los cuales permitiran

generar hipotesis de trabajos posteriores.

6.3 Anexos

6.3.1Datos transcriptomicos y protedémicos

El laboratorio obtuvo los datos del transcriptoma y del proteoma a partir de la linea celular
Normal Human Astrocytes (NHA) de Lonza. Para los datos de prote6mica Yy transcriptomica,
se cultivaron tres lotes de NHA en Astrocytes Basal Medium (ABM, Lonza) y se trataron con
tripsina. Las células se cultivaron en condiciones de 5% CO2 y 37°C hasta que las células
alcanzaron una confluencia cercana al 80% para luego ser utilizadas bajo diferentes

tratamientos (acido palmitico, pre tratamiento con tibolona mas &cido palmitico).

El pretratamiento se realiz6 disolviendo tibolona (Sigma—Aldrich, T0827, St. Louis, MO, EE.
UU.) en DMSO al 100 % como una solucion madre 40 mM; se realizaron diluciones
adicionales con medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) sin suero y sin rojo de
fenol. Se probaron concentraciones entre (100 uM - 10 nM) en cultivo celular. El tiempo y
la concentracion 6ptimos de tibolona fue de 10 nM durante 24 h. La concentracion final de
DMSO fue <0,01%.

Después del tratamiento con tibolona, las células se lavaron con 2x PBS1X y se trataron
con DMEM libre de suero que contenia acido palmitico (P0500, Sigma, St Louis, MO, EE.
UU.), BSA (albumina de suero bovino libre de 4cidos grasos; Sigma A2153) como proteina
transportadora. y carnitina (C0283, Sigma, St Louis, MO, EE. UU.) para transportar acidos

grasos a la matriz mitocondrial.

Las células se trataron con diferentes concentraciones de acido palmitico (100 uM — 2000
pUM). La concentracion final de acido palmitico utilizada fue de 2000 uM vy el tiempo de
tratamiento fue de 24 h. El grupo control incluy6é una concentracion final de 1,35% de BSA

y carnitina 2 mM (Martin-jiménez & Gonzalez, 2020).

Después del pretratamiento con tibolona (24 h) y el tratamiento con acido palmitico (24 h),

se realiz0 la extraccion y cuantificacién de proteinas, utilizando una preparacion de lisis
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compuesta por tampén RIPA (Thermo Scientific, Cat. 89900) y céctel de inhibidores de
proteasas Halt Thermo 1X (CAT-78425). Posteriormente, se realizaron ciclos de
centrifugacion a 10.000 rpm a 4 °C durante 10 minutos para extraer las proteinas presentes
en el sobrenadante. Se utiliz6 una muestra de las proteinas solubilizadas para la

cuantificacién de proteinas por el método del acido bicinconinico (kit BCAL Sigma-Aldrich).

El sedimento de proteina se envié al UC Davis Proteomics Core para la identificacion
protedmica. Para la digestion, las muestras fueron tratadas con ditiotreitol (DTT) e
incubadas a 37°C, para luego ser tratadas con yodoacetamida (IAA) e incubadas a
temperatura ambiente. Se realizaron tratamientos con DTT para neutralizar la IAA. Se
afadié AMIC vy tripsina para diluir las muestras, que se desalinizaron utilizando la Macro
Spin Column (Nest Group) (datos aln no publicados). Los péptidos digeridos se analizaron
mediante LC-MS/MS junto con Proxeon Easy-nLC Il HPLC y nanopulverizacién. El
procesamiento de datos se llevé a cabo usando parametros de escision y un mapeo de
datos contra la base de datos SwissProt para buscar péptidos Unicos. Ademas, Sequest y
AMANDA se utilizaron para la cuantificacién sin etiquetas. Los resultados se procesaron
con MaxQuant v1.6.10.43 y Perseus v 1.6.10.45. La transformacion de intensidades de
proteinas se realizé en R a partir del método de normalizacion y estabilizacién de la varianza
(VSN). La imputacién de datos se realiz6 utilizando el método de k-vecinos mas cercanos
(KNN). El analisis de expresion diferencial se realizé mediante la prueba de reproducibilidad
optimizada (ROTS), evaluando las siguientes condiciones: PA frente a vehiculo, PA con
pretratamiento de tibolona frente a vehiculo y PA con pretratamiento de tibolona frente a
PA. El analisis de enriquecimiento funcional de proteinas se realizé utilizando g:Profiler.
Finalmente, se realiz6 un analisis de red de co-expresién ponderada para visualizar las

interacciones proteina-proteina dados los tratamientos (datos adn no publicados).

En cuanto al transcriptoma, las bibliotecas se prepararon extrayendo el ARN total utilizando
el mini kit RNeasy (Qiagen, EE. UU.). Se utiliz6 ADNasa | sin ARNasa para evitar la
contaminacion de las muestras. Las muestras se almacenaron a -80 °C en un tampon libre
de nucleasas para la secuenciacion de ARN en una maquina lllumina HiSeq con una
configuracion de 2 x 150 pb, lo que produjo una profundidad de secuenciacién de ~ 75
millones de lecturas por muestra. El control de calidad de la secuenciacion se evalu6 a
través de QUARS (QUA de control por RNA-Seq; github.com/tluquez/QUARS). Se

realizaron graficos de saturacion para evaluar la calidad de la secuenciacion. El analisis de
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expresion diferencial se realizd inspeccionando los recuentos de registros, utilizando

DESeq2 para normalizar el tamafio de la biblioteca y reducir la varianza.

Tabla suplementaria 1. Conjunto de reacciones del metabolismo del sulfato de queratan
con regulacion positiva después del tratamiento con tibolona (ver documento anexo pdf).

Tabla suplementaria 2. Conjunto de reacciones criticas del modelo PA que tienen un papel
critico y divergente en los modelos sano y de tibolona (ver documento anexo pdf).

Tabla suplementaria 3. Informacion de la estructura terciaria y ligando asociado para cada

proteina (ver documento anexo excel).

Tabla suplementaria 4. Informacién de cavidades con potencial drogable (o potencial de

unién covalente) en las estructuras de las 25 proteinas (ver documento anexo excel).

Tabla suplementaria 5. Informacién de cavidades con potencial drogable (o potencial de
unién covalente) en las estructuras de las 16 proteinas, que, a su vez, contienen el sitio

activo de la proteina (ver documento anexo excel).

Figura suplementaria 1. Control de la glucdlisis y su asociacién con reacciones centrales de diferentes
subsistemas metabdlicos. (A) Gréafico de acoplamiento de flujo para la reaccion GAPD, de una célula sana. Se
observan relaciones de acoplamiento total y direccional, ademas de reacciones con acoplamiento competitivo
o inhibitorio. (B) Grafico de acoplamiento de flujo de la reaccion critica de GAPD en el modelo lipotéxico. En su
mayoria se observan interacciones inhibitorias 0 competitivas con reacciones asociadas a otros subsistemas,

relacionados con el metabolismo central de la célula, generando una regulacion critica del metabolismo celular.
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A Flux coupling graph (Healty model)

Inhibitive
Folate Glutamate <+————» Antl-coupled
metabolism metabolism Full
/ 7 4— Directional
FTCD () | CBPSam|
, ~™ HEX1 y
Alanine and ARGSS | B = ) EX_fe2(e)
aspartate - =
metabolism | ASNNM| )10354
= () EX_fe3(e)
Histidin _ wiso () \ ) ozt
idine v —
metavolism | YRCN( J B o=
1ZPN PGK ) ExJac_L(e)
e, _/ EX_ser_D(e)
ROS CATm ( ) :
< ransport
Sevacation cepsam( ) Glycolysis/gluconeogenesis o
) ( )
NTD9 : oD
10456 ( ) -
Pyrimidine
Nucieotide .
interconversion catabolism
B Flux coupling graph (Lipotoxic model)
Folate Glutamate
metaboilsm metabolism
Frep (), | cepsam(_
\ ™\ HEX1 —
Alanine and ARGSS | - | ./ [ ) EX_fe2(e)
aspartate = — —
metabolism ASNNm( ) ( )ro3s4

*/y‘_b ") EX_fe3(e)
) on

— _wiso ()
istidine / ~
metavolism | URCN( = —
IZPN( ) PGK ) EXJac_L(e)
= () EX_ser_D(e)
CATm |
getoxincation 2o Glycolysis/gluconeogenesis Transport
caPsam(__
cYm ( )
Pyrimidine

catabolism



Figura suplementaria 2. Cavidades detectadas con potencial drogable alostéricas al sitio de unidn al ligando natural de las
15 enzimas. Cavidad drogable asociada al sitio de union al ligando (verde). (A) Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa; (B) C-1-
tetrahidrofolato sintasa, citoplasmatica; (C) Guanosina monofosfato reductasa; (D) Carnitina O-octanoiltransferasa peroxisomal; (E)
Fosfoglicerato quinasa 2; (F) Peroxisomal acil-coenzima A oxidasa 1.
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Figura suplementaria 2. Cavidades detectadas con potencial drogable alostéricas al sitio de unién al ligando natural de las
15 enzimas. Cavidad drogable asociada al sitio de union al ligando (verde). (G) Enzima peroxisomal multifuncional tipo 2; (H)
Hidroximetilglutaril-CoA sintasa; () Familia de transportadores de solutos 22 miembro 7; (J) Fosfoglicerato quinasa 1; (K) Trans-2-
enoil-CoA reductasa peroxisomal; (L) Enoil-CoA hidratasa y 3-hidroxiacil CoA deshidrogenasa.
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Figura suplementaria 2. Cavidades detectadas con potencial drogable alostéricas al sitio de unidn al ligando natural de las

15 enzimas. Cavidad drogable asociada al sitio de union al ligando (verde). (M) Trans-2-enoil-CoA reductasa peroxisomal; (N) C1-
tetrahidrofolato sintasa monofuncional, mitocondrial.
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Material suplementario
Tablas Suplementarias

1 Tabla suplementaria 1. Conjunto de reacciones del metabolismo del sulfato de queratan con regulacion positiva después del
tratamiento con tibolona.

IDENTI Subsistema Reaccion de férmula Descripcion
FICACI
ON

G14T10 Sintesis de queratdn udpgal[g] + ksi_prel4[g] -> h[g] + udp[g] + beta-N-acetilglucosaminilglucopéptido beta-1,4-

g sulfato ksi_pre15[g] galactosiltransferasa, Golgi

G14T15 Sintesis de queratan udpgal[g] + ksi_pre29[g] -> h[g] + udp[g] + beta-N-acetilglucosaminilglucopéptido beta-1,4-
g sulfato ksi_pre30[g] galactosiltransferasa, Golgi

G14T16 Sintesis de queratan udpgal[g] + ksi_pre32[g] -> h[g] + udp[g] + beta-N-acetilglucosaminilglucopéptido beta-1,4-
g sulfato ksi_pre33[g] galactosiltransferasa, Golgi

G14T17 Sintesis de queratan udpgal[g] + ksi_pre35[g] -> h[g] + udp[g] + beta-N-acetilglucosaminilglucopéptido beta-1,4-
g sulfato ksi_pre36[g] galactosiltransferasa, Golgi

G14T6g Sintesis de queratan  udpgal[g] + ksi_pre2[g] -> h[g] + udp[g] + beta-N-acetilglucosaminilglucopéptido beta-1,4-
sulfato ksi_pre3[qg] galactosiltransferasa, Golgi

G14T7g Sintesis de queratdn  udpgal[g] + ksi_pre5[g] -> h[g] + udp[g] + beta-N-acetilglucosaminilglucopéptido beta-1,4-
sulfato ksi_pre6[g] galactosiltransferasa, Golgi

G14T8g Sintesis de queratdn  udpgal[g] + ksi_pre8[g] -> h[g] + udp[g] + beta-N-acetilglucosaminilglucopéptido beta-1,4-
sulfato ksi_pre9[g] galactosiltransferasa, Golgi

G14T9g Sintesis de queratdn udpgal[g] + ksi_prell[g] -> h[g] + udp[g] + beta-N-acetilglucosaminilglucopéptido beta-1,4-

sulfato ksi_prel2[g] galactosiltransferasa, Golgi
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S23T3g Sintesis de queratan ~ cmpacna[g] + 12fn2m2masn[g] -> h[g] + beta-galactdsido alfa-2,3-sialiltransferasa (complejo N-
sulfato ksi_prel[g] + cmp[g] glicano)

S6T13g Sintesis de queratan ksi_pre31[g] + paps[g] -> h[g] + galactosa/N-acetilglucosamina 6-O-sulfotransferasa,
sulfato ksi_pre32[g] + pap[g] aparato de Golgi

S6T14g Sintesis de queratan ksi_pre34[g] + paps[g] -> h[g] + galactosa/N-acetilglucosamina 6-O-sulfotransferasa,
sulfato ksi_pre35[g] + pap[g] aparato de Golgi

S6T15g Sintesis de queratan  ksi_pre36[g] + paps[g] -> h[g] + pap[g] + galactosa/N-acetilglucosamina 6-O-sulfotransferasa,
sulfato ksi[g] aparato de Golgi

S6T4g  Sintesis de queratan  ksi_pre4[g] + paps[g] -> h[g] + ksi_pre5[g] galactosa/N-acetilglucosamina 6-O-sulfotransferasa,
sulfato + pap[g] aparato de Golgi

S6T5g  Sintesis de queratan  ksi_pre7[g] + paps[g] -> h[g] + ksi_pre8[g] galactosa/N-acetilglucosamina 6-O-sulfotransferasa,
sulfato + pap[g] aparato de Golgi

S6T6g  Sintesis de queratan ksi_prel0[g] + paps[g] -> h[g] + galactosa/N-acetilglucosamina 6-O-sulfotransferasa,
sulfato ksi_prell[g] + pap[g] aparato de Golgi

S6T7g  Sintesis de queratan ksi_prel3[g] + paps[g] -> h[g] + galactosa/N-acetilglucosamina 6-O-sulfotransferasa,
sulfato ksi_prel4[g] + pap[g] aparato de Golgi

S6T8g  Sintesis de queratan ksi_prel6[g] + paps[g] -> h[g] + galactosa/N-acetilglucosamina 6-O-sulfotransferasa,
sulfato ksi_prel7[g] + pap[g] aparato de Golgi

1 Tabla suplementaria 2. Conjunto de reacciones criticas del modelo PA que tienen un papel critico y divergente en los modelos

sano y de tibolona.

Reaccién PA_modelo modelo saludable modelo Subsistema
tibolona
3DSPHR Critico Critico Critico Metabolismo de los esfingolipidos
ADSL1 Critico Critico Critico Interconversidn de nucledtidos
ADSL2 Critico Critico Critico Sintesis de purina
ADSS Critico Critico Critico Interconversidn de nucledtidos
AGPAT1 Critico Critico Critico Sintesis de triacilglicerol
AICART Critico Critico Critico Sintesis de purina
AIRECr Critico Critico Critico Sintesis de purina
C3STDH1Pr Critico Critico Critico Metabolismo del colesterol
C3STKR2r Critico Critico Critico Metabolismo del colesterol
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C4ASTMO1r
CDIPTr
CEPTE

CHOQUE
CLS _hs
CO2ter
COAtm

DAGK_hs
DATPtn
DCTPtn

DESAT18 10
DGTPtn
DHCR72r
DHCRD1
DSAT
ECOAH1m
EX_Rtotal(e)
EX_Rtotal2(e)

EX_chol(e)

EX_cys_L(e)

EX_glu_L(e)

EX_ile_L(e)

EX_inost(e)

EX_leu_L(e)

EX_Inlnca(e)
EX_lys_L(e)
EX_met_L(e)
EX_fe_L(e)
EX_pi(e)
EX_pro_L(e)
EX_thr_L(e)
EX_trp_L(e)

Critico
Critico
Critico
Critico
Critico
Critico
Critico
Critico
Critico
Critico
Critico
Critico
Critico
Critico
Critico
Critico
Critico
Critico
Critico
Critico
Critico
Critico
Critico
Critico
Critico
Critico
Critico
Critico
Critico
Critico
Critico
Critico

Critico
Critico
Critico
Critico
Critico
Critico
Intermitente
Critico
Critico
Critico
Critico
Intermitente
Critico
Critico
Critico
Critico
Critico
Critico
Critico
Intermitente
Intermitente
Critico
Critico
Critico
Critico
Critico
Critico
Critico
Critico
Intermitente
Critico
Critico

Critico
Critico
Critico
Critico
Critico
Critico
Critico
Critico
Critico
Intermitente
Critico
Intermitente
Critico
Critico
Critico
Critico
Critico
Critico
Critico
Critico
Intermitente
Critico
Critico
Critico
Critico
Critico
Critico
Critico
Critico
Redundante
Critico
Critico

Metabolismo del colesterol
Metabolismo de los glicerofosfolipidos
Metabolismo de los glicerofosfolipidos
Metabolismo de los glicerofosfolipidos
Metabolismo de los glicerofosfolipidos

Transporte reticular endopldsmico
Transporte, mitocondrial
Metabolismo de los glicerofosfolipidos
transporte nuclear
transporte nuclear
Sintesis de acidos grasos
transporte nuclear

Metabolismo del colesterol

Metabolismo de los esfingolipidos
Metabolismo de los esfingolipidos
Metabolismo del triptéfano
Reaccidn de intercambio/demanda
Reaccion de intercambio/demanda
Reaccion de intercambio/demanda
Reaccion de intercambio/demanda
Reaccion de intercambio/demanda
Reaccion de intercambio/demanda
Reaccion de intercambio/demanda
Reaccion de intercambio/demanda
Reaccion de intercambio/demanda
Reaccidn de intercambio/demanda
Reaccion de intercambio/demanda
Reaccidn de intercambio/demanda
Reaccion de intercambio/demanda
Reaccidn de intercambio/demanda
Reaccién de intercambio/demanda
Reaccion de intercambio/demanda
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EX_tyr L(e)
EX val_L(e)
FACOAL1832
FACOAL184
FAOXC180x
FORt2m
FORtr
FTHFLm
GPD
GARFT
GHMT2r
GLNS
GLUPRT
GMT
GPAM_hs
H20tp
HACD1m
HMGCOASIm
HMGCOAtm
Htr
IMPC
IPDPtx
LNLNCAt
LNSTLSr
LSTO2r
OROTGLUt
PETHCT
PGK
PGPPT
PGPP_hs
PRAGSR
PRASCO

Critico
Critico
Critico
Critico
Critico
Critico
Critico
Critico
Critico
Critico
Critico
Critico
Critico
Critico
Critico
Critico
Critico
Critico
Critico
Critico
Critico
Critico
Critico
Critico
Critico
Critico
Critico
Critico
Critico
Critico
Critico
Critico

Critico
Critico
Critico
Critico
Critico
Intermitente
Critico
Intermitente
Intermitente
Critico
Intermitente
Critico
Critico
Critico
Critico
Intermitente
Critico
Intermitente
Intermitente
Intermitente
Critico
Critico
Critico
Critico
Critico
Intermitente
Critico
Intermitente
Critico
Critico
Critico
Critico

Critico
Critico
Critico
Critico
Critico
Critico
Critico
Critico
Intermitente
Critico
Intermitente
Critico
Critico
Critico
Critico
Intermitente
Critico
Critico
Critico
Critico
Critico
Critico
Critico
Critico
Critico
Redundante
Critico
Intermitente
Critico
Critico
Critico
Critico

Reaccidn de intercambio/demanda
Reaccidn de intercambio/demanda
oxidacion de acidos grasos
oxidacion de acidos grasos
oxidacion de acidos grasos
Transporte, mitocondrial
Transporte reticular endoplasmico
Metabolismo del folato
Glucdlisis/gluconeogénesis
Sintesis de purina
Metabolismo de la glicina, serina, alanina y treonina
Metabolismo del glutamato
Sintesis de purina
Metabolismo de la glicina, serina, alanina y treonina
Sintesis de triacilglicerol
Transporte peroxisomal
Metabolismo del triptéfano
Metabolismo del colesterol
Transporte, mitocondrial
Transporte reticular endopldsmico
Sintesis de purina
Transporte peroxisomal
Transporte, extracelular
Metabolismo del colesterol
Metabolismo del colesterol
Transporte, extracelular
Metabolismo de los glicerofosfolipidos
Glucdlisis/gluconeogénesis
Metabolismo de los glicerofosfolipidos
Metabolismo de los glicerofosfolipidos
Sintesis de purina
Sintesis de purina
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PRFGS Critico Critico Critico Sintesis de purina

PRPPS Critico Critico Critico Via pentosa fosfato
RE3273C Critico Critico Critico Metabolismo del fosfato de fosfatidilinositol
RTOTAL2FATPc Critico Critico Critico Transporte, extracelular
SARCStm Critico Critico Critico Transporte, mitocondrial
SARDHmM Critico Critico Critico ciclo de la urea
SERPIENTE Critico Critico Critico Metabolismo de los esfingolipidos
SMS Critico Critico Critico Metabolismo de los esfingolipidos
SQLEr Critico Critico Critico Metabolismo del colesterol
STCOAtx Critico Critico Critico Transporte peroxisomal
biomasa_reaccion Critico Critico Critico Reaccidén de intercambio/demanda
r0276 Critico Intermitente Critico Catabolismo de purinas
r0287 Critico Critico Critico oxidacién de acidos grasos
r0480 Critico Critico Critico Metabolismo de los glicerofosfolipidos
ro488 Critico Critico Critico Metabolismo del colesterol
r0633 Critico Critico Critico oxidacion de acidos grasos
r0666 Critico Critico Critico Sintesis de purina
r0730 Critico Critico Critico oxidacién de acidos grasos
r0731 Critico Critico Critico oxidacién de acidos grasos
r0732 Critico Critico Critico oxidacién de acidos grasos
r0733 Critico Critico Critico oxidacién de acidos grasos
r0734 Critico Critico Critico oxidacién de acidos grasos
r0735 Critico Redundante Critico oxidacién de acidos grasos
r0780 Critico Critico Critico Metabolismo del colesterol
r0781 Critico Critico Critico Metabolismo del colesterol
r0788 Critico Critico Critico Metabolismo de los esfingolipidos
r0789 Critico Critico Critico Metabolismo de los esfingolipidos
r0791 Critico Critico Critico oxidacién de acidos grasos
r0839 Critico Intermitente Redundante Transporte, extracelular
r1254 Critico Critico Critico oxidacién de acidos grasos
r1380 Critico Critico Intermitente Metabolismo del colesterol
ri38l Critico Critico Intermitente Metabolismo del colesterol
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Tabla suplementaria 3

ID UniProt Nombre Tipo ID PDB Cobertura Calidad Codigo Nombre Tipo 1D PDB
P34896  [Serine hydroxymethyltransferase Exp 1BJ4 97% 2,6 PLP Pyridoxal-5' CC 1BJ4
QI9BY49  |Peroxisomal trans-2-enoyl-CoA reductase Exp 1YXM 100% 19 ADP Adenine CC 1YXM
P36959 Guanosine monophosphate reductase Exp 2BLE 100% 19 NAD Nicotinamide- CC 2BLE
Q9P2T1  |Guanosine monophosphate reductase 2 Exp 2C6Q 96% 1,7 NDP (NADPH) Di CcC 2C6Q
P54868  [Hydroxymethylglutaryl-CoA synthase Exp 2WYA 91% 1,7 HMG 3-hydroxy-3-1} CC 2WYA
P00558  [Phosphoglycerate kinase 1 Exp 2WZB 100% 15 3PG 3-phosphogly( CC 2WZB
014556  |Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase Exp 3H9E 83% 1,7 NAD (NAD) Nicoti CC 3HI9E
P11586  |C-1-tetrahydrofolate synthase, cytoplasmic Mod *F - - - NAP (NADP) Nico| CC 6ECP
P04406 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase Exp 6YND 100% 15 EXP 3,6,9,12,15,1§ CC 6YND
P09110  [3-ketoacyl-CoA thiolase, peroxisomal Exp 211K 93% 2,5 ACO Acetyl coenzy P 1DM3
Q9BV79  |Enoyl-[acyl-carrier-protein] reductase, mitochondria Exp 17SY 90% 1,7 8ID Nicotinamide- P 4W6Z
043772 [Mitochondrial carnitine/acylcarnitine carrier protein Mod *F - - - CDL Cardiolipin P 2C3E
076062  |Delta(14)-sterol reductase TM7SF2 Mod AF - - - NDP (NADPH) Di| P 4QUV
P07205  [Phosphoglycerate kinase 2 Mod AF - - - ADP adenosine-5'-( P 4AXX
P23786  |Carnitine palmitoyltransferase 2 Mod *F - - - 152 Carnitine P 1S50
Q08426  [Enoyl-CoA hydratase and 3-hydroxyacyl CoA dehydrogenase Mod *F - - - HSC (s)-3-hydroxy| P 50MO
Q9H2D1 |Mitochondrial folate transporter/carrier Mod *F - - - CDL  |Cardiolipin P 2C3E
QI9HC21 |Mitochondrial thiamine pyrophosphate carrier Mod *F - - - CDL  |Cardiolipin P 2C3E

QYUKGY  |Peroxisomal carnitine O-octanoyltransferase Mod 4F - - - 152 Carnitine P 1550
Q9Y694  |Solute carrier family 22 member 7 Mod 4F - - - 5RH Cytochalasin | P 5EQI
B4DHVY |cDNA FL]J59258, highly similar to Grave disease carrier protein Mod M CXT Carboxyatraci P 10KC
P51659  |Peroxisomal multifunctional enzyme type 2 Mod M NAD (NAD) Nicoti P 1ZBQ
Q15067  |Peroxisomal acyl-coenzyme A oxidase 1 Mod M FAD (FAD) Flavin| P 1W07
Q5JRA6* |MIA SH3 domain ER export factor 3 Mod M - - P -
Q6UB35  |Monofunctional C1-tetrahydrofolate synthase, mitochondrial Mod M ADP (ADP) Adeno) P 410K




Tabla suplementaria 4

Enzima Ruta ID UniProtk|  PDB ligando  |— Cavicades id
Nimero Pred. Max pK{Drug Score | Druggability
Glyceraldehyde-3- Glycolysis/gluconeo NAP 1 8.49 3500.00 Strong LA:222:0, SER:223:0, CYS:22
phosphate v Venegsis 014556 3HOE No ligando 1 779 3288 Strong _ [5:224:P, THR:225:P, THR:224
dehydrogenase 8 2 8.33 4012 Strong :225:0, THR:226:0, THR:249
. 3PG 1 11.01 1424.00 Strong  [E:291:A, ASP:292:A, GLU:29
hosphoglycerate | Glycol {
PROSPOBI yeolysis/gluconeo|  piccg 2wz i 1 11.07 1403.00 Strong b, VAL:286:A, PHE:291:A, ASH
kinase 1 genesis No ligando
2 10.86 274.00 Medium  [:A, PRO:203:A, ARG:205:A, P
ASN:T:A, GLY:10:A,
glyceraldehyde-3- Glycolysis/gluconeo PHE:11:A, GLY:12:A,
phosphate e‘i‘esi’; 8 P04406 6YND | Noligando 1 8.75 3358.00 Strong ARG:13:A, ILE:14:A,
dehydrogenase 8 GLY:15:A, ARG:16:A,
LEU:17:A, ASN:34:A,
VAL'ST'A TEUSZIA,
3-ketoacyl-CoA 4 rutas asociadas a gtl\T:fZZA/;ACS\:\‘S:IIZZ(;:A’
thiolase, N ) ‘ ) P09110 211K ACO 1 10.56 2753.00 Strong P A23:A,
N Fatty acid oxidation SER:152:A, MET:153:A,
peroxisomal
SER:154:A, LEU:155:A,
ALA-156-A ASP-157-A
Serine Glycine, serine, 1 10.46 1198.00 Strong LYS:173:A, VAL:174:A, THR:2|
hydroxymethyltra alanine, and P34896 1BJ4 No ligando 2 11.14 1435.00 Strong  P:A, VAL:61:A, LEU:62:A, GLY
nsferase threonine 3 11.11 235.00 Medium A, TYR:205:A, SER:206:A, AR|
guanosine 5GP 1 11.99 393.00 Medium |}, GLN:198:A, SER:218:A, ASP
monophosphate | Purine catabolism P36959 2BLE . 1 991 43.00 Medium _[:A, ASP:307:A, ILE:308:A, G
reductase No ligando 2 10.61 1044.00 Strong GLU:163:A, MET:164:A, GLY!
3 11.99 393.00 Medium |, GLN:198:A, SER:218:A, ASP|
AR I P54868 2WYA No ligando 1 11.39 1078.00 Strong  |5L:A, VAL:253:A, ASP:254:A,
P i It - - i GLY:108:B, GLY:109:B, GLY:
eroxisomal trans: Fatty acid oxidation Q9BY49 1YXM ADP 1 11.10|-54.00 Medium 3 ,
2-enoyl-CoA No ligando 1[10.27 -380.00 Weak fASN:65:A TYR:205:A SER:206|
1[11.45 1971.00 Strong ASP:37:A, PRO:38:A, ILE:66:
Enoyl-[acyl-carrier 8ID 2[11.56 601.00 Strong ILE:66:A, ASN:67:A, PRO:68:.
tei X A i PRO:65:A, ASN:67:A, GLU:91
protein] Fatty acid oxidation| ~Q9BV79 125v 41889 141.00 Medium
reductase, 1|11.47 1971.00 Strong 0:A, LYS:251:A, SER:252:A, §
mitochondria No ligando 2|11.50 599.00 Medium 6:A, CYS:247:A, VAL:248:A, 4
5|8.89 141.00 Medium A, VAL:180:A, GLY:181:A, GI
i :194:A, GLY:195:A, TYR:196
guanosine purine catabolism QoP2T1 206Q NDP 1 11.05|637.00 Strong L , 3
monophosphate No ligando 1[11.18 486.00 Medium :198:A, SER:218:A, ASP:219
SR TR e BADHVY | Predicha oXT 1]0.46 182.00 Medium :192:A, MET:193:A, PRO:19.
1 7.68 6208|Strong f110:A LEU:113:A GLY:117:A§
Mitochondrial Transport,
itochondria
eroxisomal . . i U:146:A SER:147:A LYS:148:,
carnitinefacylcarni|  © @ 043772 | Predicha | No ligando 2 1041 44| Medium
tine carrier protein Transport, 3 9.57 78| Medium b:A LEU:159:A GLU:162:A PH
mitochondrial 6 08.09 -2|Medium :A ILE:221:A VAL:272:A MET]
1[10.55 4296.00 Strong HIS:240:A, GLU:241:A, GLU:Z
2[11.60 737.00 Strong , THR:140:A, ALA:141:A, ILE;]
Transport, Delta(14)-sterol 076062 predicha No ligando 3[11.75 3432.00 Strong LEU:121:A, PRO:122:A, LEU:]|
extracellular reductase TM7SF2 5/10.78 1309.00 Strong A, PRO:48:A, SER:50:A, LEU:Y
7[9.97 843.00 Strong :360:A, TYR:373:A, LEU:376;,
4[11.00 83.00 Medium , ALA:159:A, LEU:160:A, ALA
phosphoglycerate |Glycolysis/gluconeo PO7205 predicha ADP 2[9.91 333.00 Medium A, GLY:313:A, LEU:314:A, AS|
kinase 2 genesis No ligando 4]9.91 333.00 Medium A, GLY:313:A, LEU:314:A, AS
1 ADP 1]/10.89 1862.00 Strong G:702:A, MET:706:A, THR:7.
1 9.80 3145.00 Strong  |P:562:A, ILE:563:A, VAL:565:
tetrahydrofolate . .
Folate metabolism P11586 Predicha . 2 9.80 4886.00 Strong :173:A, SER:174:A, LYS:175:
synthase, No ligando
cytoplasmic 3 10.48 2496.00 Strong S:175:A, ILE:176:A, VAL:177:
4 10.63 1799.00 Strong :A, LYS:299:A, PRO:300:A, G!
carnitine 152 1|11.54 2322.00 Strong MET:135:A, ALA:136:A, LEU|
. 1/8. . , ALA:209:A, TYR:210:A, PRO
palmitoyltransfera | Fatty acid oxidation| P23786 Predicha . 8.55 6056.00 Strong
o2 No ligando 2|10.48 1403.00 Strong :A, PRO:115:A, TRP:116:A, PI
8]8.29 -97.00 Medium HR:165:A, LEU:166:A, ARG:1
HsC 1]10.53 656.00 Strong ASP:62:A, ILE:63:A, ARG:64:
2|10.62 2553.00 Strong ILE:63:A, ARG:64:A, GLY:65:
enoyl-CoA
hydrat d3- |Fatt d oxidati 1/6.40 6409.00 Strong ASN:18:A, PRO:19:A, PRO:2
n - [ XI
veratase a attyacd oxidation) - 608426 | predicha 2]6.96 7678.00 _ |strong PHE:99:A, PRO:123:A, VAL'1
hydroxyacyl CoA (3 reacciones) .
No ligando 3]7.25 2867.00 Strong MET:97:A, ALA:98:A, PHE:99
dehydrogenase
4]10.70 847.00 Strong ASP:62:A, ILE:63:A, ARG:64:
5(9.45 -89.00 Medium THR:540:A, ALA:550:A, ARG
SO T Transport, nuclear | Q9HC21 | Predicha | No ligando 1]11.54 2.00 Medium __ [THR:29:A, ARG:30:A, ALA:31]
TeToRoTET 152 11149 369200 |Strong S:495:A, SER:498:A, PHE:50
carnitine O- Transport, .
) Q9UKG9 Predicha . 1[10.28 6104.00 Strong A, ASP:393:A, LYS:406:A, LYS
octanoyltransferas peroxisomal No ligando
3[10.44 -142.00 Medium A, MET:333:A, ILE:334:A, VA
Solute carrier Transport 5RH 1[11.14 3508.00 Strong PHE:212:A, THR:213:A, ILE:2|
family 22 member port, Q9Y694 Predicha . 1 10.02|1086.00 Strong A, SER:148:A, THR:149:A, PH
extracellular No ligando
7 2(10.99 5537.00 Strong :235:A, SER:236:A, SER:237:
GLN:57:A, MET:60:A,
E:75:A, H ,
Peroxisomal fatty acid oxdation HDC 1]11.65 1080.00 Strong PHE:75:A, ALA:76:A,
multifunctional | 2 ) PS1659 | Predicha 2[11.12 233400 |strong
enzyme type 2 No ligando 1[11.65 1080.00 Strong [l4:A, HIS:515:A, ALA:524:A,
€ 2[11.56 2579.00  [strong 5:A, GLY:396:A, LEU:397:A, §|
FAD 18.73 6254.00 Strong LEU:112:A, ASN:113:A,
P . | acyl 1 9.63 7146 [ Strong 286:A, GLY:287:A, GLU:288:A
eroxisomal acyl- I
B :104:. :105:.
coenzyme A Fatty acid ?xldatlon Q15067 predicha ) 2 10.82 1348|Strong [03:A, TYR:104:A, SER:105:A,
oxidase 1 (3 reacciones) No ligando 3 11.05 336 | Medium 6:A, LEU:407:A, PRO:408:A,
6 9.95 353 | Medium :A, GLY:287:A, GLU:288:A, A|
7 9.8 -173|Medium A, GLU:390:A, ALA:391:A, C
Monofunctional ADP 1|8.44 2973.00 Strong
C1- 1 7,81 4258 | Strong
tetrahydrofolate | Folate metabolism Q6UB35 Predicha No ligando 2 9,24 637 Strong 7:A, ASP:565:A, ILE:566:A, Al
synthase, 8 4 11,32 -76 [Medium D:A, ASP:811:A, CYS:814:A, Al
mitochondrial 5 11,32 -57 | Medium Y:640:A, GLN:641:A, PRO:64|




