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I1l. Resumen

El cancer es el nombre que reciben un conjunto de enfermedades relacionadas entre si,
caracterizado por un proceso de divisién celular que no esta controlado. Actualmente, el cancer se
considera como la segunda causa de muerte en el mundo encabezados por el cancer mamayy el cancer
de pulmén, ambos con una tasa de incidencia y mortalidad muy alta, de acuerdo a los datos mostrados
por Global Cancer Observatory - OMS. En México el cancer se posiciona como la tercera causa de
muerte por debajo de las enfermedades cardiacas y la diabetes, segun datos del INEGI. Con la
finalidad de buscar opciones terapéuticas, una linea de reciente interés son las alteraciones
metabdlicas que distinguen tejido sano del canceroso. Algunas de las alteraciones metabdlicas mas
comunes en los tumores son el efecto Warburg, la alta tasa de consumo de glutamina y la respuesta
antioxidante. Sin embargo, debido a la gran heterogeneidad celular que ha caracterizado al cancer, los
mecanismos de regulacién metabdlica que propician la progresion de la patologia no han sido descritos
en su totalidad. Ademas, la importancia del microambiente tumoral (Tumor microenvironment, TME)
ha tomado un papel importante en el estudio de la progresion de la patologia, asi como un punto
relevante en la basqueda de tratamientos. Esta linea de investigacién ha puesto como protagonistas
algunos tipos celulares como los fibroblastos, cuya asociacién con las células tumorales han sido el
blanco de hip6tesis de diferentes grupos de investigacion, sobre el acoplamiento e interdependencia
metabdlica entre estos dos tipos celulares. Hasta hoy en dia, esta interdependencia metabdlica del
cancer y células estromales, pone en relieve la teoria de que el efecto Warburg reverso podria ser un
factor agravante de fendmenos como la supervivencia y progresiéon de los tumores en tratamientos
guimioterapéuticos. Con la finalidad de elucidar el efecto del estroma en cancer, en esta tesis se
presenta un modelo computacional que emula el efecto Warburg reverso, generado a partir de una
reconstruccion metabdlica de escala gendmica de cancer de mama. La biologia de sistemas nos ha
permitido evaluar las condiciones del microambiente tumoral como la presencia de lactato en el medio
extracelular y plantear hip6tesis sobre los mecanismos metabdlicos que propician el efecto Warburg
reverso (EWR). Nuestro estudio in silico permite concluir que el descenso de los niveles de oxigeno es
un factor importante en el establecimiento del efecto Warburg reverso. Nuestro modelo favorece la
narrativa de catalogar el EWR como una adaptacion metabdlica, al igual que la glucélisis aerébica, en

respuesta a las condiciones del microambiente tumoral.



V. Abstract

Cancer is the name given to a group of interrelated diseases characterized by an uncontrolled
cell division. Currently, cancer is considered the second leading cause of death globally, led by breast
cancer and lung cancer, both with a very high incidence and mortality rate, according to data shown by
the Global Cancer Observatory - WHO. On the other hand, in Mexico, cancer is positioned as the third
leading cause of death below heart disease and diabetes, according to data from INEGI. To search for
therapeutic options, a recent line of interest is the metabolic alterations that distinguish healthy tissue
from cancer. Some of the most common metabolic alterations in tumors are the Warburg effect, the
high rate of glutamine consumption, and the antioxidant response. However, due to the tremendous
cellular heterogeneity that has characterized cancer, the metabolic regulation mechanisms that promote
the progression of the disease have not been fully described.

Furthermore, the importance of the tumor microenvironment has taken on an essential role in the study
of the progression of pathology and a relevant point in the search for treatments. This research line has
featured some cell types, such as fibroblasts, whose association with tumor cells has been the target
of hypotheses by different research groups on the metabolic coupling and interdependence between
these two cell types. Until today, this metabolic interdependence of cancer and stromal cells highlights
the theory that the reverse Warburg effect could be an aggravating factor in phenomena such as survival
and progression of tumors in chemotherapy treatments. To elucidate the effect of the stroma in cancer,
in this thesis, | present a computational model that emulates the reverse Warburg effect generated from
a genomic-scale metabolic reconstruction of breast cancer. Systems biology has allowed us to evaluate
the conditions of the tumor microenvironment, such as the presence of lactate in the extracellular
medium, and to hypothesize about the metabolic mechanisms that promote the reverse Warburg effect
(EWR). Our study allows us to conclude that the decrease in oxygen levels is an essential variable in
establishing the reverse Warburg effect. Our model favors the narrative of cataloging EWR as a

metabolic adaptation, like aerobic glycolysis, in response to the tumor microenvironment conditions.



1.Introduccidén

1.1 El Cancer - Epidemiologia

Actualmente el cancer es la segunda causa de muerte a nivel mundial, hasta el afio
2015 se registraron cerca de 8,8 millones de defunciones por cancer y para el 2018 esta cifra
aumenté a 9.6 millones de defunciones al afio. Aproximadamente una de cada 6 muertes en
el mundo es por causa del cancer. De acuerdo con los reportes de la OMS cerca del 70% de
las defunciones por cancer son en paises de ingresos medios y bajos. Paises donde el
desarrollo de la enfermedad se ha relacionado con habitos como el tabaquismo e infecciones
oncogénicas. Estadisticamente, el cancer de pulmén se posiciona en primer lugar en
mortalidad a nivel mundial, seguido del caAncer de mama, préstata y gastrico, ver Fig. 1a. Sin
embargo, el cancer de mama presenta un mayor indice de prevalencia a nivel mundial
seguido del cancer de colon y préstata, ver Fig. 1b. (Gibberd et al. 2000; Latest Global Cancer
Data, 2018).

Para el 2016, las estadisticas obtenidas por parte del Instituto Nacional de Estadistica
y Geografia (INEGI) posicion6 las muertes por tumores malignos en la tercera causa de
muerte en México por debajo de problemas cardiacos y diabetes. La Sociedad Mexicana de
Oncologia (SMeO), estima que la alta tasa de pacientes con cancer y de defunciones en
México se debe a un alto numero de casos de detecciones tardias. Aproximadamente, cerca
del 60% de los casos de cancer en México son detectados en etapas avanzadas (SMeO,
2016).

Por otro lado, la Organizacién Panamericana de la Salud en su informe del 2015,
sefial6 que la primera causa de muerte en México en varones es el cancer de prostata seguido
del colorrectal, testicular, pulmonar y gastrico. Finalmente, el cancer con mayor prevalencia
en la poblacién mexicana de mujeres es el cancer de mama seguido del cancer de tiroides,

cérvico uterino, y colorrectal. (OPS/OMS, 2017).
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Fig. 1 Incidencia- Mortalidad - Prevalencia del cancer. En esta figura podemos evidenciar el nimero
de casos reportados de cancer en el mundo en el periodo comprendido del 2010 al 2018 y el tipo de
patoldgica oncoldgica a la cual se le atribuye. En la figura 1a se sefiala en color azul la tasa de incidencia,
encabezados por el cancer de pulmén y mama, en color rojo la tasa de mortalidad, sefialando al cancer
de pulmoén como el mas agresivo y con baja esperanza de vida. Por otro lado, la figura 1b representa la
tasas de incidencia y prevalencia de los tumores, donde el cancer de mama se posiciona por encima de
los deméas como una patologia con mayor prevalencia en la poblacién. (Global Cancer Observatory,
2020).
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En México el panorama no es muy distinto, el cancer de mama es el tipo de cancer
con mayor tasa de prevalencia en la poblacion mexicana siendo el segundo tipo de cancer
con mas incidencia y el primero con mayor tasa de mortalidad en poblacién femenina.
Aproximadamente, el 80% de los casos de cancer de mama son de origen ductal, un tipo de
cancer que se origina por la proliferacion de células anormales en los revestimientos de los
conductos de la glandula mamaria. El cancer de mama ductal puede catalogarse como
carcinoma ductal in situ e invasivo, siendo este ultimo el tipo de carcinoma con una mayor

tasa de mortalidad debido a su potencial metéstasis (Strang et al. 2020).

El cancer de mama ductal invasivo, se ha convertido en la patologia de mayor interés
en el estudio oncoldgico, esto, por su alta resistencia a tratamiento quimioterapéuticos,
radioterapias y tratamientos hormonales (Shah et al. 2014). La malignidad que ha
caracterizado a la patologia ductal se relaciona estrechamente con la heterogeneidad celular
en su microambiente tumoral. Por su parte procesos celulares la remodelacién de la matriz
extracelular y la transicion epitelio mesénquima hacia un fenotipo invasivo, se han descrito
como resultado de la sinergia entre las células tumorales vy fibroblastos asociados al tumor
(CAF), procesos gue ha sido estudiado en co-cultivos y analizados en biopsias soélidas. No
obstante, las vias que regulan esta interaccibn no han sido dilucidadas por completo,
principalmente por la gran cantidad de cuerpos celulares presentes, cuya participacién podria
pasarse por alto al no poder identificar cual es su rol en procesos de carcinogénesis (Place
et al. 2011). Es por ello, que comienza la busqueda de alternativas de estudio para analizar
ambientes altamente heterogéneos, separando caracteristicas basicas como la dinamica

metabdlica entre los compartimentos celulares.

1.2 El cdncer como enfermedad metabdlica

Al ser un problema de salud publica global, el estudio del cancer ha sido diversificado
y abordado desde diferentes aspectos, uno de ellos es el abordaje en el estudio del
metabolismo (Thomas N. Seyfried, 2015; T. N. Seyfried, 2013). Una de las principales
caracteristicas de la patologia es la rapida proliferacion celular, cuya peculiaridad es la alta
demanda energética para llevar a cabo este proceso. A principios del siglo XX, el fisiélogo

aleman Otto H. Warburg describi6 un fendbmeno metabdlico propio de algunas células de
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cancer. La hipotesis de Warburg sustentaba la obtencion de energia por glucolisis aerdbica
hacia la sintesis de lactato, alin en presencia de oxigeno. Contradiciendo lo que se sabia
sobre la sintesis de lactato como una caracteristica principal en respuesta a la ausencia de

oxigeno en las células no cancerosas (Warburg, 1956).

Sin embargo, la glucdlisis aerdbica no se encuentra restringida GUnicamente a un
fenotipo proliferativo patoldgico como el cancer. Diversas investigaciones han contribuido a
la identificacion de los diferentes fenotipos metabdlicos presentes en distintos tipos celulares.
Ejemplo de esto, es la participacion de la glucélisis aerdbica que aln en presencia de oxigeno,
se considera como la principal via para la obtencion de energia en la sintesis de componentes

de matriz extracelular, la angiogénesisy la regulacion inmunoldgica (Jones y Bianchi, 2015).

Posterior a la postulacién del efecto Warburg, comenzaron extensas lineas de
investigacion en la rama oncoldgica, algunas de ellas orientadas al metabolismo celular y
otras al establecimiento de mecanismos moleculares de regulacidn, todas con el objetivo de
obtener un mejor tratamiento o una posible cura para el cancer. Esta idea, quedé olvidada
durante mucho tiempo debido al surgimiento de nuevas lineas de investigacién en las
alteraciones genéticas en cancer. Desde hace 10 afios aproximadamente, el interés en el
estudio del metabolismo del cancer vuelve a ser considerado, fijando la atencidon
especialmente en los diferentes fenotipos metabdlicos en diferentes tipos de cancer y la
relacién que tenian estas adaptaciones metabdlicas en respuesta a las alteraciones de su
microambiente tumoral (M. Wang et al. 2017). Entonces se retomé la descripciéon de
diferentes fenotipos metabdlicos, no soélo la hipotesis de Warburg, sino también fenotipos
relacionados con el metabolismo de especies reactivas de oxigeno, que participan en

procesos oncolégicos (Gorrini et al. 2013), y la adicién de glutamina (Cantor y Sabatini, 2012).

1.3 Efecto Warburg

Para poder abordar y entender los fenotipos metabdlicos del cancer y las posibles
reconfiguraciones metabolicas que pudiese presentar, es necesario profundizar en cémo se
establece uno de los mas importantes y mayormente descritos, el efecto Warburg. Se
entiende por efecto Warburg a la caracteristica metabdlica de algunas células tumorales para
obtener energia a través de vias anaerdbicas aun en presencia de oxigeno. La postulacion

del fenotipo glucolitico en condiciones aerdbicas descrito por Otto Warburg, fue sustentada
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con la idea de una posible disfuncion mitocondrial, lo cual, evitaba que las células pudieran
obtener energia por fosforilaciébn oxidativa (Vyas et al. 2016). Durante mucho tiempo se
consider6 que la mayoria de los tumores presentaban este fenotipo metabdlico,
posteriormente, se observd que no es asi en todos los tipos de cancer. En esta disyuntiva,
comenzaron a surgir diversas lineas de investigacion en el estudio del metabolismo tumoral,
con la finalidad de establecer cuéles eran las vias de regulacién en la obtencion de energia 'y
la biomasa requerida para la proliferacién descontrolada en cancer.

En algunos tipos de cancer, considerados como altamente glucoliticos, se han
observado alteraciones en la actividad de algunas enzimas metabdlicas como la Hexocinasa
2 (HK?2), la piruvato cinasa M2 (PKM2), la lactato deshidrogenasa (LDH) y transportadores
como los de monocarboxilatos (MCTSs) y el transportador 1 de glucosa (GLUT1), moléculas
esenciales de la via glucolitica, ver, Fig. 2 ( Park et al. 2013; Liu et al. 2017; Marshall et al.
1979; Jiao et al. 2018). No obstante, el efecto Warburg no solo se ha relacionado con la
presencia de alteraciones en las enzimas previamente mencionadas, sino también, en la
expresion de factores de transcripcion, como c-Myc, NF-kB y el Factor Inducible por Hipoxia
1- alfa (HIF1-a), mismos transcritos que podrian estar induciendo un estado que actualmente
han comenzado a catalogar como lactogénesis. Proceso llamado asi por la alta tasa de
sintesis de este oncometabolito (Levine y Puzio-Kuter, 2010; Park et al. 2013; San-Millan y
Brooks, 2017). Notablemente, con base en éstos y otros hallazgos, el efecto Warburg ha sido
propuesto hoy en dia como una adaptacién metabdlica y no una caracteristica exclusiva de

células tumorales (Asgari et al. 2015).
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Biologia de sistemas. Modelo in silico del efecto Warburg reverso como un posible
blanco terapéutico en la supervivencia y progresion del cancer
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Por su parte, la relacién que existe entre la tasa glucolitica del efecto Warburg y la
fosforilacion oxidativa ha sido observada en células tumorales y células sométicas (Lunt y
Vander Heiden, 2011). Los cultivos que han sido expuestos a factores de crecimiento para su
proliferacidbn consumen glucosa y en pequefias proporciones una secrecion de lactato, incluso
los inhibidores de enzimas como la Hexocinasa y la lactato deshidrogenasa han demostrado
ser interruptores de la proliferacion de células tumorales (Fantin et al. 2006; Patra et al. 2013).
Otras vias que pudieran ser importantes en el establecimiento del fenotipo metabdlico son las
ramificaciones hacia el metabolismo de pentosas fosfatos y/o metabolismo de acidos grasos.
Pero debido a la gran heterogeneidad del cancer y de sus variados procesos de regulaciéon
metabdlica, el efecto Warburg aun sigue siendo dificil de comprender (DeBerardinis y
Chandel, 2020).

1.4 Acoplamiento Metabolico - Hipdtesis del efecto
Warburg Reverso

Uno de los componentes de mayor relevancia en el estudio del cancer es el
microambiente tumoral, que ha comenzado a considerarse como una variable fundamental
en el entendimiento de la progresion del cancer y su regulacion. Particularmente, es
indiscutible el papel del lactato en la acidificaciébn del medio extracelular como resultado de
su alta tasa de sintesis. De forma relevante, este metabolito favorece la degradacion de
componentes de matriz extracelular y propicia la generacion de un microambiente tumoral
(TME) favorable para la invasion tumoral (Ji et al. 2019). Este escenario, nos plantea la
cercana asociacion entre las células de cancer y el TME, en el desarrollo y progresion del
cancer. Ejemplo de ello, es que los fibroblastos han sido sefialados como posibles factores
causales de la progresion de tumores y como un posible factor en la resistencia a

guimioterapias (Orimo et al. 2005; Kalluri et al. 2016).

Por otro lado, con la finalidad de entender la interaccién cancer-estroma, se han
planteado una gran cantidad de preguntas e hipétesis, entre ellas la posible existencia de una
reprogramacién metabdlica de los fibroblastos asociados al tumor inducida por las células de
cancer. Un posible factor para explicar esta asociacion entre el estroma y el cancer son las

especies reactivas de oxigeno (ERO) producidas por las células tumorales. Donde la
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participacién de moléculas oxidantes, se centra en el dafio que éstas pueden provocar al
genoma de los fibroblastos acoplados al tumor (CAF). Como resultado de esta estimulacion,
se ha planteado una reconfiguracion metabdlica de los fibroblastos, que va desde una alta
tasa de sintesis de metabolitos energéticos hasta la alta expresion de transportadores de

monocarboxilatos (Cruz-Bermudez et al. 2019; Ji et al. 2019).

La hipotesis sobre la asociacion entre fibroblastos y células cancerosas, como
proveedores de lactato para la generacion de energia, comienza a ser descrita como una
relacion simbidtica, que podria ser benéfica para la supervivencia del cancer. Notablemente,
este acoplamiento metabdlico, ha sido aludido como un efecto inverso de la hip6tesis de
Warburg (Arcucci et al. 2016; Fu et al. 2017), siendo esta la contra parte del efecto Warburg,
el efecto Warburg reverso se da a entender como un fenotipo donde se obtiene energia a
partir de metabolitos secundarios de la oxidacién anaerdbica, incorporacién de lactado. A la
fecha, esta relacion ha sido muy poco estudiada y se desconocen con exactitud las vias de
regulaciéon y los mecanismos ambientales que la activan. Uno de los principales marcadores
gue se han tomado para poder explicar el establecimiento de esta interrelacion, es la
regulacién negativa es la expresioén de caveolina-1 en los fibroblastos, una pequefia proteina
estructural de las caveolas en la membrana plasmatica, misma que ha sido catalogada como
marcador de transformacién oncogénica en fibroblastos asociados al tumor (CAF) debido a
tu participacion como regulador negativo del ciclo celular (Mercier et al. 2008). Esta perdida,
propicia la activacion e inhibicion de vias promotoras y supresoras de tumores, asi como, la
regulacion positiva de enzimas metabdlicas, como la piruvato cinasa y la lactato
deshidrogenasa, y algunas proteinas de matriz extracelular asociadas a la fibrosis y la
tumorogénesis (Pavlides et al. 2009). La figura 3, permite observar de manera grafica la
propuesta del establecimiento del acoplamiento metabdlico entre un fibroblasto y una célula
de cancer. Se postula que, mediante la induccién de un estado de estrés oxidativo en el
fibroblasto, se puede promover la sintesis de metabolitos de alta energia, lactato
principalmente, para ser liberados al microambiente tumoral a través de los transportadores
de monocarboxilatos MCT-4. De esta manera, la célula de cancer tiene disponible una nueva
fuente de carbono para ser incorporada en vias metabdlicas hacia la generacion de energia
(Fu et al. 2017).
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Fig. 3 Representacién de la hipdtesis del efecto Warburg reverso. La siguiente figura es una representacion
grafica de la hipotesis del efecto Warburg reverso. En ella se observa como una célula de cancer induce un estado
de estrés oxidante en los fibroblastos asociado al tumor (CAF) por medio de especies reactivas de oxigeno (ROS)
secretadas al medio extracelular. Esta estimulacién induce alteraciones en el metabolismo celular de los CAF,
promoviendo un fenotipo altamente glucolitico, oxidando la glucosa hasta la secrecién de lactato al microambiente.
Por su parte, las células tumorales incorporan el lactato como fuente de carbono por medio del transportador de
monocarboxilatos 1 (MTC1). Dicho acople metabdlico se representa con la hipotesis de una reprogramacion
metabdlica inducida por el tumor en los CAF, como un modelo de simbiosis. Imagen adaptada de: (Fu et al. 2017).

Actualmente, se tiene una gran informacién sobre el cancer, hecho que ha llevado a
catalogarlo como una enfermedad multifactorial. Las investigaciones se han centrado en los
factores genéticos y en las alteraciones epigenéticas como la principal causa de la aparicion
de la enfermedad. Pero finalmente, las alteraciones genéticas que pudieran estar presentes
tienen un impacto directamente en el metabolismo, consecuentemente surge la propuesta de
catalogar al cancer como una enfermedad metabdlica. El estudio del efecto Warburg y
Warburg reverso, indudablemente, abre una ventana en el estudio del metabolismo del cancer
con la finalidad de disefar estrategias para contrarrestar la progresion y supervivencia del
cancer (T. N. Seyfried, 2013; Resendis-Antonio et al. 2015).
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1.5 Microambiente tumoral

Como ya se ha mencionado, uno de los factores mas relevantes que influyen en las
adaptaciones metabolicas en las células de cancer es el microambiente tumoral (Arneth et
al. 2019). Mismo, que ha tomado una gran relevancia debido a su estrecha relacion en
procesos de tumorogénesis, donde diversas interacciones pueden afectar el comportamiento
celular e incrementar el potencial metastasico (Spill et al. 2016). El TME es un medio
enriguecido constituido por diferentes tipos celulares como células del sistema inmunoldégico,
células vasculares, adipocitos y fibroblastos, asi como componentes de matriz extracelular,
gue asiduamente combinan mecanismos de sefializacién en la promocién de procesos como
la transicion epitelio-mesénquima y resistencia a terapias (Arneth et al. 2019). Tener un mejor
panorama sobre el papel que juega el microambiente tumoral en el desarrollo del cancer,
promueve la evaluacion y seleccién de posibles candidatos terapéuticos para controlar las

neoplasias, tanto en los sitios primarios como en los entornos metastasicos (Chen et al. 2015).

Uno de los principales componentes del microambiente tumoral es la matriz
extracelular, misma que proporciona una estructura de anclaje y una via de comunicacién
célula-célula. En esta estructura se pueden localizar inmersos diversos tipos celulares, como
células endoteliales y pericitos, que permiten la comunicacién del epitelio con el estroma
(Hanahan y Weinberg, 2011; Walker et al. 2018). Otro de los tipos celulares que se
encuentran de mayor proporcién en el microambiente tumoral son los macréfagos (Hanahan
y Weinberg, 2011), cuya participacion ha sido relacionada al desarrollo de la progresion de
los tumores, promocion de la metastasis y la regulacion de la respuesta antitumoral del
sistema inmunoldgico (Mantovani et al. 2008). Algunas investigaciones han sugerido una gran
participacion de los macrofagos, como los responsables de regular la respuesta antitumoral
de los tratamientos con radiaciones y quimioterapéuticos (LeBleu et al. 2015; Pattabiraman y
Weinberg, 2014). Finalmente, otro de los componentes, con mayor importancia en el
microambiente tumoral, son los fibroblastos, mismos que han sido descritos como la
magquinaria metabdlica importante en la progresion de la patologia. Asi como, su relevante
participacion en procesos angiogénicos (LeBleu et al. 2015; Fu et al. 2017). Por su parte, la
hipoxia, a través de la activacion de HIF- 1a, ha sido otro de los factores importantes en la
progresion del cancer. Esto, debido a la promocion de procesos como la angiogénesis, la
transicion epitelio mesénquima y las adaptaciones metabdlicas, a través de las vias de

regulacién de HIF-1q, ver Fig. 4 (Liao y Johnson 2007; Tirpe et al. 2019).
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El fijar la atencion en los mecanismos de regulacion de los componentes celulares y
moleculares en el TME, podria considerarse como un blanco en el desarrollo de nuevos
tratamientos. Actualmente, han comenzado a desarrollarse terapias mas dirigidas sobre los
componentes del microambiente tumoral, ejemplo de ello, los tratamientos farmacoldgicos
para la inhibicion de receptores del factor de crecimiento endotelio vascular (VEGF) (Zhong
et al. 2019; Desai y Small, 2019).
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Fig. 4 Microambiente tumoral. Representacion esquematica del proceso de invasion por parte de células de
cancer. Proceso que se obtiene por la participacion de diversos factores como la hipoxia y la regulacion de pérdida
de adhesidn en la matriz extracelular, proceso mediado por la participacion de HIF-1a y proteinas cataliticas como
la lisil oxidasa (LOX) que promueven la remodelacion de la matriz extracelular. Por su parte, las células del estroma
contribuyen de manera significativa en el proceso de invasién, a través de gradientes quimiotacticos y
remodelacion de la ECM. Imagen adaptada de: (Spill et al. 2016).

En conclusion, el TME, es un complejo ambiente donde diferentes tipos celulares,
interaccionan entre si, para propiciar la transformacion maligna de la célula tumoral hacia la
progresion de la misma. Ejemplo de ello, es la remodelacion de la matriz extracelular por parte
de los fibroblastos asociados al tumor (CAF) a través de sefiales que remodelan la matriz
extracelular, ver Fig 4. Una comprension profunda del TME y las moléculas asociadas a la
progresion del cancer, permitira ampliar el panorama de estudio sobre el comportamiento del

cancer y sus mecanismos de adaptacién en respuesta a tratamientos (Arneth et al. 2019).
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1.5.2 El lactato en la regulacion del microambiente tumoral

Se ha establecido una estrecha relacién entre el desarrollo de la patologia y la
acidificacion del TME, como consecuencia de la acumulacion de lactato. Este proceso se ha
relacionado con procesos angiogénicos y metastasicos (Vaupel y Mayer, 2014; Elinav et al.
2019). Investigaciones recientes han sugerido que, la disminucién del pH en el TME afecta
directamente ciertos procesos de dindmica celular, como la modificacion del citoesqueleto, la

pérdida de moléculas de adhesion y la activacion de los fibroblastos (Fu et al. 2017).

El lactato, es descrito como uno de los principales metabolitos en el establecimiento
del acoplamiento metabdlico, en la hipotesis del efecto Warburg reverso, el cual, toma un
papel importante en la regulaciéon del TME. Todo esto, en consecuencia a la alta tasa de
sintesis de lactato, derivado de la actividad de la lactato deshidrogenasa (LDH), y la
sobreexpresion de transportadores de monocarboxilatos (MTC) en algunos tipos de tumores,
se promueve la disminucion del pH extracelular en el microambiente tumoral, el cual puede
variar entre 6.0 y 6.5. Esta observacion propone que el lactato no solo es un producto
secundario del desecho metabdlico celular de las células tumorales, sino también una fuente
de carbono en el establecimiento del efecto Warburg reverso. En conjuncién con este hecho,
la acidosis inducida, favorece determinados procesos como la metastasis y la angiogénesis,
gue se ha asociado a un mal prondéstico clinico. Este contexto, coloca al lactato como una
molécula directamente involucrada en la carcinogénesis, asi como en la evasién inmune.
Estos estudios plantean la posible focalizacion de la produccion de lactato en el tratamiento

del cancer (de la Cruz-Lopez et al. 2019).
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1.6 Biologia de Sistemas

En las secciones anteriores, se ha planteado que las alteraciones metabdlicas en
cancer, particularmente en torno a la glucélisis, son variadas y estan restringidas a las
condiciones del microambiente tumoral y a las condiciones especificas del tejido humano. Sin
embargo, el metabolismo humano es una intrincada red de vias metabdlicas que se combinan
para dar un fenotipo especifico. Esto, sustentado por la actividad de una ingente e
interconectada red de vias metabolicas. A pesar de los esfuerzos en describir, cbmo surgen
estas alteraciones y cuales son los mecanismos que las guian, aun es un reto develar sus
mecanismos de regulacion y los niveles de comunicacién metabdlica entre ellas. Con la
finalidad de tener un panorama amplio de interacciones moleculares que participan en el
establecimiento de fenotipos metabdlicos, como el propio efecto Warburg y el efecto Warburg
reverso, surge la necesidad el emplear herramientas computacionales que faciliten la

integracion e interpretacion de diversos procesos biologicos.

En este contexto, la biologia de sistemas surge como una propuesta para este fin,
aplicando un enfoque holistico para descifrar, explorar y predecir la complejidad de los
sistemas bioldgicos. Esta area, parte de la idea de que el fenotipo obtenido por la totalidad
de las redes metabdlicas de un organismo es una propiedad emergente que surge de la suma
de vias metabdlicas locales. La biologia de sistemas, integra diversas disciplinas cientificas
como la biologia, la informatica, la ingenieria, la bioinformatica, la fisica, entre otras, con la
finalidad de predecir como estos sistemas pueden cambiar, y en funcién de sus hipétesis
desarrollar soluciones. Ejemplo de ello, ha sido la capacidad de disefiar modelos predictivos
de multiples escalas para la identificacion de nuevos biomarcadores para la deteccion de

enfermedades metabolicas (Palsson, 2006; Institute for systems biology, 2020).

De particular relevancia para el desarrollo de esta tesis, es el hecho de que
recientemente han surgido esquemas computacionales capaces de integrar diferentes vias
metabdlicas en cancer, representarlas matematicamente, y explorar las capacidades
metabdlicas en una célula o tejido sustentado en datos experimentales. Notablemente, los
modelos basados en restricciones han facilitado la descripcion de los fenédmenos metabdlicos
de una forma cuantitativa, predictiva y sistémica del fenotipo en varias lineas celulares de

cancer y tejidos humanos (Lerman et al. 2012; Asgari et al. 2015; Zhang et al. 2019).
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En esta coyuntura, el uso de estos esquemas conceptuales y sus correspondientes
modelos matematicos nos faculta para plantear hipétesis de los mecanismos que gobiernan
los fenotipos patoldgicos y generar predicciones que nos permitan desarrollar posibles
evaluaciones experimentales en cancer (Hernandez et al. 2012). Los modelos mateméticos
tipicos de la biologia de sistemas nos permiten comprender los mecanismos metabdlicos
involucrados en el desarrollo de una patologia y generar hip6tesis verificables
experimentalmente para su control (Hernandez Patifio et al. 2012; Resendis-Antonio et al.
2015). De forma relevante, los modelos basados en restricciones tienen la capacidad para
incluir las condiciones ambientales a las cuales las células o el tejido se esta desarrollando.
Esta ultima propiedad plantea la posibilidad de estudiar y analizar in silico los efectos que el

ambiente tiene en la progresién del cancer.

El desarrollo de estos modelos tiene dos beneficios practicos. Por una parte, entender
los mecanismos metabdlicos que guian el efecto Warburg reverso, y por otro, explorar
posibles estrategias de como modular su desarrollo. El controlar las condiciones del
microambiente tumoral de manera in silico y analizar la dinamica metabdélica de las células de
cancer y el estroma, nos abre ventanas para generar hipétesis experimentales que permitan
establecer dianas terapéuticas novedosas. Abordar estos aspectos es una propuesta a

terapias efectiva.

1.7 Métodos de Andlisis Biologicos de Alto Rendimiento

y Reconstrucciones Metabdlicas de Escala Gendmica

La principal técnica empleada para el andlisis de los transcritos presentes en una
célula o en un cultivo celular es la secuenciacion de RNA. Esta tecnologia nos permite realizar
una medicion precisa de los niveles de transcritos de cada gen y sus correspondientes
isoformas (Z. Wang et al. 2009). Sin embargo, estos no son los Unicos elementos que forman
parte de los componentes celulares. Los estudios metabolémicos han dado un paso muy
grande en el estudio de fenotipos especificos. Actualmente, gracias a la cromatografia
acoplada a la espectrometria, es posible analizar cientos o miles de metabolitos
simultaneamente obtenido de un conjunto de material celular. En conjunto, ambas tecnologias
descritas anteriormente, nos permiten establecer diagnosticos mas detallados de un fenotipo
metabolico (Clish, 2015; Bujak et al. 2015).
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De esta manera, con el surgimiento de las tecnologias 6micas comenzé la
interpretacion de las unidades biol6gicas como sistemas. Estas tecnologias nos permiten
interpretar organismos vivos como sistemas, del cual se obtienen listas extensas de
componentes (genes, proteinas o metabolitos) y los momentos en los que una célula decide
utilizarlos o no. En paralelo a este desarrollo tecnolégico, se ha tenido que impulsar y crear
el uso de analisis computacionales integradores para poder interpretar estos datos de forma
coherente y sistematica (Palsson, 2006).

La integracibn de los componentes celulares obtenidos de los métodos
experimentales de alto rendimiento nos permite determinar el fenotipo de una célula, dando
paso a la generacién de las reconstrucciones a escala gendémica tejido especifico (Palsson,
2006). Desde las primeras reconstrucciones a escala del genoma, estas han sido mas
especificas a organismos, tejidos y lineas celulares. Todas ellas con fines y usos muy
distintos, verbigracia, las aplicaciones en la ingenieria metabdlica o la identificacion de dianas
terapéuticas para el disefio de tratamiento de diversas enfermedades (Oberhardt et al. 2009;
Rawls et al. 2020).

1.8 Modelos Computacionales en cancer

Actualmente existen una gran variedad de plataformas en linea con bases de datos
en modelos metabdlicos, como lo es Metabolic Atlas, donde se pueden localizar una gran
cantidad de modelos metabodlicos o GEMs (Genome-scale metabolic models) de cédigo
abierto a escala de genoma de diferentes especies. En estas bases de datos se proporcionan
datos detallados de las reacciones bioquimicas asociadas a tejidos u organismos especificos.
Asi, los GEMs permiten la comprensién holistica de las vias interconectadas que forman la

base del metabolismo (Robinson et al. 2020).

Algunos grupos de investigacién han utilizado estas bases de datos para realizar
modelos basados en restricciones en cancer y analizar las distribuciones de sus cambios
metabolicos. Como resultado de ello, se han propuesto varios modelos para estudiar el

establecimiento del efecto Warburg, los cuales postulan que un modelado minimo se logra
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mediante la participacion conjunta de 6 subsistemas metabdlicos entre los cuales se
encuentran el metabolismo de la glutamina, sintesis de nucledétidos, fosforilacién oxidativa ,
pentosas fosfato, TCA y metabolismo de piruvato (Resendis-Antonio et al. 2010; Asgari et al.
2015).

Por otro lado, los modelos computacionales basados en restricciones en cancer,
pueden ser muy utiles para explorar posibles perfiles metabdlicos asociados a la patologia.
Notablemente, estas estrategias pueden ser Optimas para la identificacion de enzimas o
metabolitos que apoyen el mantenimiento de un fenotipo metabdlico de cancer (Hernandez
et al. 2012). Estos trabajos, y otros mas reportados en la literatura, concluyen que los modelos
matematicos, utilizados a distintos niveles de complejidad, son herramientas que nos
permiten tener una mejor integracion del conocimiento biolégico generado alrededor del

cancer, ver Fig. 5 (Resendis-Antonio et al. 2015).
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Fig. 5 Enfoque reduccionista de la biologia de sistemas. Representacion esquematica de la relacién entre los
niveles de organizacion celular y la capacidad de andlisis en cada uno. La figura nos sefiala como los estudios a
nivel tisular incluyen un alto nivel de complejidad debido a su heterogeneidad celular, por ende, las interacciones
celulares son diversas y disminuyen la capacidad de detalle. Por otro lado, la biologia de sistemas busca perfilar
un concepto reduccionista con un panorama holistico, llevando el estudio de sistemas biolégicos a un menor nivel
de complejidad desde cultivos celulares hasta pequefias redes de regulacion, donde el nivel de detalle es mayor
con cobertura a interpretaciones dirigidas. Imagen adaptada de: Resendis-Antonio et al., 2015.


https://paperpile.com/c/44pZvG/Ex5X
https://paperpile.com/c/44pZvG/Ex5X
https://paperpile.com/c/44pZvG/Ex5X
https://paperpile.com/c/44pZvG/OIfgK
https://paperpile.com/c/44pZvG/OIfgK
https://paperpile.com/c/44pZvG/OIfgK
https://paperpile.com/c/44pZvG/OIfgK
https://paperpile.com/c/44pZvG/tYrX5
https://paperpile.com/c/44pZvG/tYrX5
https://paperpile.com/c/44pZvG/tYrX5
https://paperpile.com/c/44pZvG/tYrX5
https://paperpile.com/c/44pZvG/tYrX5
https://paperpile.com/c/44pZvG/aHJFj
https://paperpile.com/c/44pZvG/aHJFj
https://paperpile.com/c/44pZvG/aHJFj
https://paperpile.com/c/44pZvG/aHJFj

Justificacion

Diversas investigaciones han apoyado la idea de que uno de los principales
moduladores de la progresion del cancer son las alteraciones en el microambiente tumoral.
Estos estudios concluyen que alteraciones en el microambiente pueden llegar a ser la
principal causa de la induccién de una reconfiguracion metabdlica en las células de cancer o
de cualquier otro tipo celular. Por otra parte, los modelos in silico son herramientas que nos
han permitido tener un mejor andlisis de ciertas variables como los flujos de metabolitos o los
niveles de saturacion de oxigeno en redes metabdlicas. Al simular computacionalmente el
microambiente, y controlar las condiciones fisico-quimicas de un sistema, el modelado in
silico nos permite optimizar tiempo y recursos en la generacion de hipétesis y estandarizacion
de experimentos hacia la busqueda de condiciones que disminuyan el progreso del cancer.
Es por ello que un modelo in silico puede verse como una herramienta Gtil para modelar
diferentes condiciones en el microambiente tumoral y evaluar las condiciones proclives al
efecto Warburg reverso. El tener un marco conceptual que nos ayude en la basqueda e
identificacion de condiciones necesarias para establecer el efecto Warburg nos permite
plantear y responder hip6tesis relacionadas con las alteraciones de los flujos de metabolitos.
Finalmente, un modelado in silico contribuird a responder preguntas tales como, si las
alteraciones en el microambiente tumoral por parte de las células de cancer podrian inducir
una reprogramacion metabdlica en los fibroblastos asociados al tumor y como podria ser
interrumpida dicha alteracion, de ser posible averiguar si esto tendrd alguna consecuencia

para el disefio de nuevas estrategias para el tratamiento en cancer.



Objetivos e Hipotesis

3.1 Hipotesis

Las variaciones en componentes del microambiente tumoral, como la fuente de
carbono y los niveles de oxigeno en el microambiente tumoral, pueden inducir una
reconfiguracion metabdlica en favor del efecto Warburg reverso. En particular, postulamos
gue tener una reconstruccion que nos permita modelar el efecto Warburg reverso, podria ser
una estrategia adecuada para estudiar la incorporaciéon de lactato por parte de la célula
tumoral y analizar la importancia de éste como una posible fuente de energia en condiciones

de bajo oxigeno.

3.2 Objetivo General

Generar un modelo computacional que nos permita modular las condiciones 6ptimas del
microambiente tumoral para establecer el efecto Warburg reverso, a través de una

reconstruccion metabolica de escala gendmica.

3.3 Objetivos Particulares

7/
%

Construir un modelo computacional que represente el fenotipo metabdlico en lineas
celulares de cancer y explorar las posibles condiciones del microambiente que

propician el efecto Warburg reverso.

7
%

Modular las condiciones del microambiente tumoral in silico para identificar las
condiciones metabdlicas en el microambiente que podrian propiciar el efecto Warburg
reverso.

*» Identificar las reacciones bioquimicas y vias metabdlicas relevantes para el

establecimiento del efecto Warburg reverso.



Biologia de sistemas. Modelo in silico del efecto Warburg reverso como un posible
blanco terapéutico en la supervivencia y progresion del cancer

Metodologia
4.1 Flujo de Trabajo y Reproductibilidad

El presente proyecto se desarroll6 siguiendo el siguiente flujo de trabajo. Partiendo del
andlisis bibliografico pertinente a la investigacién desarrollada, se compilé la informacion
necesaria para sentar los antecedentes mas relevantes sobre el efecto Warburg reverso, asi
como las estrategias computacionales que se implementaron para comprobar la hipétesis
experimental. Los datos, el cédigo y las herramientas utilizadas para este proyecto se
encuentran disponibles en un repositorio GitHub: https://github.com/resendislab/Reverse-
Warburg-effect
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Fig. 6 Diagrama de flujo del disefio de trabajo. El proyecto que sustenta esta tesis se divide en 6 secciones,
contando como primera el analisis bibliogréafico y la capacitacion en lenguajes de programacion para el desarrollo
de los andlisis continuos. La segunda parte se centra en la busqueda de reconstrucciones de escala genémica ya
reportadas. La tercera seccién representa la parte de los analisis necesarios para realizar un modelado
computacional, asi como las herramientas a utilizar y finalmente la cuarta, quinta y sexta seccion representan las
condiciones que se plantearon modelar con las reconstrucciones metabdlicas y la visualizacion de los datos para
su interpretacion.
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4.2 Eleccidn de Reconstrucciones de Escala Gendmica.

En este estudio utilizamos una reconstruccibn metabdlica para explorar las
condiciones del microambiente tumoral que propician el Warburg reverso en una linea celular
de cancer de mama. Con este fin, se utilizé la reconstruccion metabdlica creada por Asgari
et al. 2015, correspondiente a “Breast ductal cancer”. Dicha red fue generada a partir de
datos de expresion obtenidos de GEO Omnibus, uno de los diversos repositorios publicos de
datos gendmicos funcionales (Barrett y Edgar, 2006), y la red metabdlica genérica Recon 1
(Duarte et al. 2007), la cual permite realizar reconstrucciones tejido especifico debido a que
cuenta con todos los genes metabodlicos humanos (Eisenberg y Levanon, 2013).

La reconstruccion utilizada “Breast Ductal Cancer” es una reconstruccion de un
carcinoma de origen ductal creada a partir de datos de expresion obtenidos con microarreglos
de biopsias de pacientes. Dicha red consta de 3748 reacciones y 2766 metabolitos, misma
gue incluye una reaccion en particular llamada, biomasa, la cual agrupa una serie de
reacciones de sintesis y metabolitos necesarios la sintesis de aminoéacidos, lipidos, proteinas
y la produccién de ATP. La funcién objetivo se presenta como una forma de poder cuantificar
el crecimiento celular en términos de una red metabdlica y poder vincular la topologia de la
reconstruccion con las condiciones fisiol6gicas de una célula normal o tumoral, considerando
aspectos esenciales como los elementos metabdlicos adecuados para suministrar energia y
compensar la demanda sintética del crecimiento celular. Originalmente, esta reconstruccion
es un archivo de extension “.mat”, archivos que estan en un formato de datos binarios que
utiliza el programa MATLAB donde este fue creado. Sin embargo, la herramienta COBRApy
tiene la caracteristica de ser compatible con una variedad de archivos en diferentes tipos de
formatos (MATLAB, SBML, JSON, YAML y Pickle), por lo que la convierte en una herramienta

perfecta para la manipulacion de estas reconstrucciones.
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4.3 Modelado. Analisis FBA (Flux Balance Analysis)

El andlisis de balance de flujos (FBA) es un enfoque computacional que nos permite
obtener la distribucién del flujo metabdlico en una reconstruccion metabdlica ante la condicion
de estado estacionario. Este enfoque, es uno de los paradigmas en la biologia de sistemas
mas utilizados para los sistemas metabolicos. Notablemente, FBA nos permite estimar varias
propiedades del sistema, en las que se incluyen la prediccién de las tasas de crecimiento,
incorporacioén y secrecion de metabolitos. En FBA, el espacio de la solucion metabdlica esta
limitado por la suposicion de un estado estacionario o considerado como estado homeostético
en una estricta interpretacion bioldgica, donde cada metabolito interno se consume a la misma

velocidad que se produce (Orth et al. 2010).

El FBA necesita una funcién objetivo que pueda representar una funcién bioldgica, por
ejemplo, la produccién de biomasa, asociada al proceso de proliferacion (Feist y Palsson,
2010). Para poder modelar un fenotipo metabdlico se utiliza una reconstruccion de un tejido
especifico, en este caso es la reconstruccion de “Breast ductal cancer”, la cual se utilizé para
realizar un analisis de balance de flujos. Con la finalidad de obtener los flujos metabdlicos
requeridos para proliferar se realiz6 una optimizacion lineal sobre los flujos que optimizan la
producciéon de biomasa. Los analisis realizados en esta tesis se implementaron en COBRApy
0.22.1, una plataforma computacional ideal para la manipulacién, modelacion y el analisis

visual de los resultados obtenidos (Ebrahim et al. 2013).

Notablemente, el considerar la condicibn de estado estacionario en las
concentraciones de los metabolitos, los modelos de balances de flujo tienen la ventaja de que
éstos necesitan muy poca informacién sobre las cinéticas enzimaticas de toda la red. En el
formalismo de FBA, las reacciones metabodlicas son representadas como una matriz
estequiométrica denotada como S, de dimensiones N x M. En esta matriz cada fila representa
un metabolito (N) y cada columna una reaccion (M). Las entradas en cada columna son los
coeficientes estequiométricos de los metabolitos que participan en una reaccion. Por
convencién, a cada metabolito consumido se le asigna un coeficiente negativo, positivo si es

producido, y cero si no participa. Estos coeficientes representan restricciones por las que


https://paperpile.com/c/44pZvG/T3vNn
https://paperpile.com/c/44pZvG/T3vNn
https://paperpile.com/c/44pZvG/T3vNn
https://paperpile.com/c/44pZvG/UmjU
https://paperpile.com/c/44pZvG/UmjU
https://paperpile.com/c/44pZvG/UmjU
https://paperpile.com/c/44pZvG/UmjU
https://paperpile.com/c/44pZvG/jpFNp
https://paperpile.com/c/44pZvG/jpFNp
https://paperpile.com/c/44pZvG/jpFNp

cada metabolito Unicamente puede provenir de los flujos de entrada o de la biotransformacion
a partir de otros. Después, se limita el analisis a un estado estacionario en las concentraciones
metabolicas, el cual representa la condicién de que cada metabolito producido sera igual a la
cantidad de metabolitos consumidos, ver Fig. 7a-1. Por otro lado, el flujo a través de las
reacciones se define como un vector denotado por V. Cada uno de sus componentes se
encuentran restringidos por valores maximos (b) y minimos (a) con una interpretacion
biol6gica asociada a las capacidades enzimaticas de la reaccién en cuestion, ver Fig. 7a-2.
Finalmente, la solucién 6ptima que representa el fenotipo metabdlico es aquella que optimiza
la biomasa en el espacio de soluciones, ver Fig. 7c (Orth et al, 2010).
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Fig. 7 Andlisis FBA. En la siguiente figura se representa la ecuacion de restriccion de balance de masa, la cual
se encuentra sujeta a la matriz estequiométrica S (1) y las restricciones (ai y bi) que representan los limites del
rango inferior y superior para la reaccion a estudiar. (2). La figura 7b nos representa el espacio multidimensional
de soluciones permitidas donde los valores de flujo de una reaccién pueden situarse para satisfacer una funcion
objetivo, finalmente la imagen 7c sefala el punto espacial donde se obtiene el mayor rendimiento de la funcién
sefialado como el punto de optimizacién maximo. Imagen adaptada de: Orth et al. 2010.
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4.4 Andlisis FVA (Flux Variability Analysis)

El analisis de variabilidad de flujos o FVA es una herramienta que se emplea en
conjunto con los andlisis FBA, generalmente se utiliza para determinar la robustez de los
modelos metabdlicos en varias condiciones de simulacion (Gudmundsson y Thiele, 2010).
FVA identifica cuales son los flujos maximos y minimos de determinadas reacciones, tales
gue se obtiene la misma magnitud en la produccion de biomasa. Este resultado permite
emular la robustez de la respuesta metabdlica de la red ante distintas condiciones
experimentales. Ejemplo de estas pueden ser, variaciones en el microambiente o las
restricciones de crecimiento de una funcién objetivo, como la biomasa (Hay & Schwender,
2011). Dentro de la biologia de sistemas, algunas de las aplicaciones conferidas al FVA son
el andlisis de estudios en condiciones subdptimas de crecimiento y los andlisis comparativos

de condiciones ambientales.

Para analizar los cambios en el flujo de los metabolitos, en las diferentes condiciones
del microambiente tumoral se realizé el analisis FVA, para evaluar los rangos maximos y
minimos de cada flujo de las reacciones bioquimicas del modelo. Una de las ventajas y el
porqué de utilizar este tipo de herramientas, es debido a que nos proporcionan
comparaciones entre los flujos de metabolitos de distintas reacciones en distintas condiciones
experimentales. Esto, para generar una lista comparativa donde se incluyan cuales son las
reacciones que estan teniendo mayor namero de cambios en los flujos de metabolitos, ya sea
de sintesis o de degradacién (Gudmundsson y Thiele, 2010). La solucién 6ptima se explord
exhaustivamente identificando asi para cada reaccion el rango de valores de flujo permitidos

en la optimizacion.
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4.5 Modificacion de las variables del microambiente

tumoral

Un aspecto relevante de este proyecto, es el analisis sistematico y sistémico de los
efectos del ambiente estromal sobre la actividad metabdlica de células de cancer. Acorde a
este objetivo, nuestro trabajo incluye una descripcion detallada in silico de los cambios
metabodlicos que preceden a estadios de cancer. Para este objetivo, se consideraron
metabolitos caracteristicos de procesos celulares como la proliferacion y aquellos que pueden
estar presentes en el microambiente tumoral. Entre ellos, incluimos la glucosa, la glutamina y

el lactato.

En nuestro modelo, la alteracion en el microambiente se consider6 a través de la
presencia o ausencia de ciertos metabolitos y, consecuentemente de sus cambios a nivel de
flujos bioquimicos. Esto se logré establecer modificando los flujos metabdlicos asociados a
los transportadores de monocarboxilatos (MCT), elementos importantes en el establecimiento
del acoplamiento metabdlico, ver Fig. 3, manipulando asi la incorporacion de fuentes de
carbono. Por su parte, la reconstruccion nos proporciona la capacidad de permitir o denegar
los flujos de oxigeno, simulando distintos escenarios que van desde la normoxia hasta la
hipoxia (Zhong et al. 2019; de la Cruz-Lépez et al. 2019; Zhong et al. 2019).

Para corroborar la hipétesis del efecto Warburg reverso y las condiciones del
microambiente tumoral necesarias para establecer este acoplamiento metabdlico, se
considero la presencia del lactato en el medio extracelular, sin modificar la presencia de algun
otro metabolito incluido en la reconstruccion metabdlica, ver Tabla 3. Finalmente, se
realizaron simulaciones donde las condiciones del microambiente tumoral fueran cambiando
con el objetivo de identificar cuales son los metabolitos y flujos 6ptimos que sustentan el
efecto Warburg reverso. Por ejemplo, se simulé un descenso gradual de los flujos de oxigeno

y se examiné el cambio de metabolismo correspondiente.
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4.6 Visualizacion de la actividad metabdlica en la red

4.6.1 Escher

La interpretacién de los datos obtenidos de FBA suelen ser complicados de analizar
a partir de las listas de archivos generados, por lo que implementar métodos visuales facilita
la tarea de forma sustancial. Nuestros resultados fueron analizados con herramientas como
Escher-FBA, una herramienta que nos permite visualizar vias metabdlicas, reacciones y
metabolitos de forma simultdnea. Por su parte, Escher-FBA permite también realizar
modelados metabdlicos, sin tener un conocimiento tan amplio de programacion ya que cuenta
con una caja de herramientas que proporciona al usuario varias opciones como la capacidad
de modificar los flujos de reacciones y establecer una funcion objetivo, o bien simular el

fenotipo metabdlico mediante un silenciamiento o knockout en la red (Rowe et al. 2018).

Resultados y Discusiones

5.1 Andlisis de la reconstruccion metabodlica de escala
gendmica.

El inicio de nuestro trabajo es la reconstruccion metabdlica de las células de cancer
de mama ductal, el cual fue considerado como la reconstruccibn mas adecuada por sus
caracteristicas metabdlicas, un fenotipo altamente glucolitico y alto consumo de metionina,
glutamina, triptéfano y tirosina (Patra et al. 2021). Habiendo seleccionado la reconstruccion
metabdlica, se procedioé a realizar las simulaciones computacionales de su crecimiento a
través de la produccion de biomasa. En base a la literatura, se construy6é una funcién de
crecimiento celular y se model6 su fenotipo mediante una optimizacion lineal sujeta al
principio de conservacion de materia, la masa total de los productos es igual a la de sus
precursores. El resultado de esta optimizacion permitié identificar los flujos metabdlicos
asociados a las distintas vias metabdlicas a lo largo de la red para producir la biomasa. Esta
distribucion de actividades metabdlicas obtenidas en nuestra representacién del fenotipo
metabdlico que emula la actividad en células de cancer (consumo elevado de glucosa y su
procedente oxidacion a lactato). En la tabla 1 se muestra la lista parcial de flujos de

metabolitos de entrada y salida necesarios para satisfacer la biomasa celular, resultado de la
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optimizacion, donde podemos observar los metabolitos y flujos de absorcion por parte de la

reconstruccion tumoral.

En la tabla 1 podemos resaltar algunos fenotipos del sistema de interés. Por ejemplo,
observamos en la columna de flujos de entrada la glucosa y glutamina, metabolitos
caracteristicos de tejidos en proliferacién. De forma consistente con la literatura, el modelo in
silico propone que la oxidacién de la glucosa es importante para generar energia por via
glucolitica. Ademas sugiere que la incorporacion de glutamina es una fuente central de
nitrégeno precursora para la biosintesis de nucleétidos y aminoacidos (Hanahan y Weinberg,
2011; Cantor y Sabatini, 2012). En la columna de flujo de salida se observan los metabolitos
excretados por la célula en crecimiento, por ejemplo, el CO2 de la respiracion celular y urea
del metabolismo de aminoacidos.

Flujos de entrada Flujos de salida Funcién
Objetivo
Metabolito Flujos nmol/ gPS/ h Metabolito Flujos nmol/ gPS/ h biomasa 1.74
nmol/ gPS/ h
Oxigeno 31.2 desoxiadenosin 78.8
trifosfato

D-glucosa 5 diéxido de carbono 71.2

Tyr-194 Apo-glucogenina 0.463 Fosfato 60.6

L-Alanina 0.05 H+] 45.9

L-Arginina 0.05 Adenina 18.3

L-Asparagina 0.05 Acido acetoacético 2.57

L-Aspartato 0.05 Inosina 1.26

L-cisteina 0.05 Acido urico 664

L-Glutamina 0.05 Urea 484

L-Glutamato 0.05 Sulfatos 429
L-Glicina 0.05
L-Histidina 0.05
L-Isoleucina 0.05
L-Leucina 0.05
L-Lisina 0.05
L-Fenilalanina 0.05
L-Prolina 0.05
L-Serina 0.05
L-Triptéfano 0.05
L-Tirosina 0.05

L-Valina 0.05
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L-Treonina 0.0355

Colina] 0.005
Mio-Inositol 0.005
Acido pantoténico 0.005
L-Metionina 0.0032

Tabla 1. Resumen de optimizacidn, reconstruccién cancer de mama. La tabla de resumen de flujos de entrada
y salida muestra los valores de los flujos de cada metabolito que se esta utilizando para la generacion de biomasa
que es la funcién objetivo optimizada, la columna Metabolito indica el identificador de los metabolitos dentro de
la reconstruccion, Flujos el valor del flujo de entrada o salida en ese punto de optimizacién en unidades
nmol/gPS/h. Finalmente funcién objetivo, nos muestra un flujo de optimizacion de la funcién biol6gica de
proliferacion sefialando que la reconstruccion tiene la particularidad de ser metabdlicamente activa.

Experimentos previos donde se ha marcado la glucosa con radiois6topos han
permitido realizar seguimientos de este metabolito y visualizarlo con tomografia por emision
de positrones (Yen et al. 2004). Notablemente, estos estudios permiten rastrear su
incorporacion y biotransformacion metabdlica dentro de la célula. De igual forma, en nuestro
modelado in silico es posible realizar un seguimiento de los metabolitos a través de las
reacciones en las que éste participa y evaluar el porcentaje de actividad durante la
optimizacion. Continuando con la misma idea, se hizo el seguimiento de la glucosa in silico
para evaluar el porcentaje de incorporacién de ésta en las vias glucoliticas. La Tabla 2a
muestra el porcentaje de incorporacion de la glucosa al interior de la célula, de la cual se
observa que el 100% es rapidamente incorporada a la via glucolitica por accion de la
Hexocinasa convertida en glucosa-6-fosfato, Tabla 2b. Cabe recalcar que es un tejido en
proliferacién, cuyo consumo de glucosa se oxida casi en su totalidad por via glucolitica
(DeBerardinis et al. 2008). Este primer andlisis se llevd a cabo con la finalidad de corroborar
gue la glucosa consumida realmente se incorporaba a vias glucoliticas y poder tener un punto
de referencia en futuros andlisis, un caso hipotético que se llegara a observar alguna

incorporacion de los metabolitos secundarios en otra via metabdlica.

a)
Reacciones de consumo de D-Glucosa - glc-DASH-D(extracelular)

% de consumo Flujos Id de reaccion Reaccion
100 % 5 GLCt1r glc -DASH -D (e) <--> glc-DASH -D (c)
b)
Reacciones de consumo de D-Glucosa - glc-DASH-D(citosol)

% de consumo Flujos Id de reaccion Reaccion
100 % 5 HEX1 glc -DASH -D (c) + atp(c) --> adp(c) + g6p(c) + h(c)
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Tabla 2. Reacciones de consumo de glucosa, modelo original. Los metabolitos pueden ser rastreados hacia
las reacciones de produccién y las reacciones de consumo de los mismos donde se indica el porcentaje de
consumo por parte de cada via que puede tomar el metabolito dentro de la célula. El resumen de metabolitos nos
proporciona 2 columnas extras, Id de reaccién, que es la clave de identificacion de la reaccién y Reaccién, que
es un balance de la reaccién quimica correspondiente donde se observa los metabolitos resultantes de la reaccion.
a) Corresponde a la reaccion de consumo de la glucosa extracelular y su transporte al citosol a través del
transportador de glucosa. b) Reaccién de consumo de la glucosa en el citosol donde se indica que el 100% de la
glucosa que se importa es transformada a glucosa 6 fosfato, G6P, por la actividad de la enzima Hexocinasa
(HEX1).

El catabolismo de la glucosa, fue monitoreado in silico hasta la obtencién de piruvato
y lactato (datos no mostrados). Se observo la dominancia de un fenotipo oxidativo de glucosa
a piruvato y su consiguiente incorporacion a fosforilacién oxidativa. Estos datos sugieren un
comportamiento similar al hepatocarcinoma de lento crecimiento y difiere del
hepatocarcinoma con alta actividad proliferativa, donde se registra una mayor tasa de sintesis
de lactato (Weinhouse et al. 1967). Es importante mencionar que el efecto Warburg no es
caracteristico de todos los tipos de cancer, por ejemplo, en sarcomas se estima que el
porcentaje de produccion de ATP por via glucolitica es menor del 1%. Sin embargo, en
algunos hepatocarcinomas se ha estimado un porcentaje de produccion de ATP por via
glucolitica por arriba del 60% (Zu & Guppy, 2004). Presumiblemente, esta variabilidad se
asocia a las distintas condiciones del microambiente que prevalece en distintos tejidos

humanos.

5.2 Modelado de variaciones en el microambiente tumoral

Originalmente, la reconstruccion incluye una lista de metabolitos para representar el
medio de crecimiento, metabolitos que son incorporados por la célula, ver Tabla 3. Es
importante resaltar que el lactato no se encuentra en esta lista de metabolitos de donde la
célula podria incorporarlo, en otras palabras, el lactato no se considera dentro de un medio
minimo de crecimiento celular. No obstante, el lactato se ha considerado como una fuente
de energia para las células tumorales en procesos celulares como la angiogénesis tumoral
(Doherty y Cleveland, 2013). La glucosa y los amino&cidos son los principales metabolitos
considerados para satisfacer la funcién objetivo, y generar perturbaciones en su consumo
generd cambios en la funcion objetivo. Por otra parte, las variaciones en los flujos de oxigeno
mostraron un efecto negativo en la biomasa, a pesar de tener disponibilidad de nutrientes.

Considerando lo antes mencionado sobre la incorporacion del lactato como fuente de energia
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en procesos angiogénicos, se sugirié colocar en el medio extracelular, la disponibilidad del
mismo para que este pudiera ser incorporado por parte de la célula, ver Tabla 4. Al realizar
esta implementacién en el microambiente, inmediatamente se manifesté una ligera
incorporacion del lactato al interior de la célula, que no se incorporaba a vias energéticas. Sin
embargo, la glucosa se mantuvo como principal fuente de carbono. Posiblemente, la
incorporacion del lactato es Unicamente para mantener un estado de equilibrio entre los

metabolitos del medio de crecimiento y el medio intracelular.

L-Alanina Folato L-Leucina L-Prolina
L-Arginina Glucosa L- Lisina Piridoxal
L-Asparagina L-Glutamina L-Metionina, Riboflavina
L-Aspartato L-Glutamato Sodio L-Serina
Biotina Glucina Nicotinamida, Sulfato

Calcio Glutation lon amonio Tiamina
Reducido
Colina L-Histidina Oxigeno L-Treonina
cloro L-Isoleucina L-Fenilalanina L-Triptéfano
L-Cisteina Myo Inositol fosfato L-Tirosina
Hierro (Fe2+) Potasio Acido pantoténico L-Valina
Tyr-194 de la +
proteina Apo-
glucogenina

Tabla 3. Metabolitos del medio extracelular. Los flujos de intercambio con el medio extracelular dentro de la
reconstruccion y del archivo model.cobra anexo se pueden visualizar los valores maximos de flujo permitido de
cada uno de los metabolitos de ser incorporados al citosol. Esta tabla se incluye los metabolitos que la
reconstruccion de cancer de mama incluye por defecto, mismos que son considerados como los metabolitos
necesarios para el crecimiento celular. Es posible observar aqui que en dicha agrupacién no se incluye al lactato.

Flujos de entrada Flujos de salida Funcion
Objetivo
Metabolito Flujos nmol/ gPS/ h Metabolito Flujos nmol/ biomasa 1.74
gPS/h nmol/ gPS/ h
Lactato 66.7 Fosfato 87.6
Oxigeno 30.1 Desoxiadenosin 69.8
trifosfato
D-Glucosa 3.36 Piruvato 56.6
Tyr-194 Apo-glucogenina 0.463 H+ 52.4
L-Histidina 0.05 Diéxido de carbono 34.8
L-Treonina 0.05 Adenosina 18.8
L-Valina 0.05 Hipoxantina 10.4
L-Leucina 0.05 Glicina 6.42
L-Lisina 0.05 Acido acetoacético 3.39
L-Isoleucina 0.05 lon Amonio 1.81



L-Arginina 0.05 Perdxido de hidrogeno 0.301

L-Aspartato 0.05 succinato 0.122
L-Cisteina 0.05 Urea 0.0484
L-Alanina 0.05 Acido rico 0.0338

L-Asparagina 0.05 Disulfuro de 3- 0.0214
mercaptolactato-cisteina

L-Glutamina 0.05 Acido 2 metil citrico 0.0145

L-Glutamato 0.05 Adenina 0.0066
L-Prolina 0.05

L-Serina 0.05
L-Fenilalanina 0.0162
Acido pantoténico 0.005
Colina 0.005

Mio-Inositol 0.005

L-Metionina 0.0032

L-Triptéfano 0.0016

Tabla 4. Listade resumen de flujos de entrada y salida de al optimizar la funcién biomasa. Al incluir al medio
extracelular la reaccion EX_lac_L con flujos de incorporacion altos ( -1000), lo infiere como una alta concentracién
de lactato en el medio extracelular para tomarlo cuando este lo necesite. Este escenario nos simula un ambiente
acidificado, en condiciones de normoxia. Esto amplio los rangos de variabilidad de los flujos de oxigeno. La primera
evidencia de como la presencia de un metabolito en el medio in silico es suficiente para alterar los flujos
metabdlicos de oxigeno (en pequefia proporcion) simulando una respuesta de la reconstruccion global a las
alteraciones minimas.

Un andlisis mas detallado sobre el papel del lactato en esta pequefia adaptacién a las
variaciones en los flujos de oxigeno, fue obtenido mediante un analisis FVA. Este analisis nos
da la capacidad de analizar y visualizar los rangos maximos y minimos de los flujos de una
reaccion, donde estos puedan satisfacer la restriccion bioldégica de maximizar la biomasa. El
primer punto relevante en la simulacion, es que la presencia de lactato en el medio
extracelular extiende el rango minimo de flujos de oxigeno. Este resultado propone una
flexibilidad metabdlica en las células de cancer que le permite mantener la funcion de
proliferacion aun en condiciones bajas de oxigeno. El papel del lactato en la regulacion
metabdlica, continda siendo un campo a explorar. Algunos estudios han demostrado la
relacion entre el lactato y la proteina NDRG 3, misma que tiene presencia en la sefalizacion
de la hipoxia inducida por el lactato al mediar la activacion de la via RaF-ERK, promoviendo
la angiogénesis y el crecimiento celular en procesos hipdxicos. Por tanto, NDRG3 actiia como
un sensor de lactato que desencadena la sefializacion dependiente de la hipoxia, y el eje
NDRG3-Raf-ERK, proporcionando las primeras bases de la respuestas de hipoxia inducidas

por lactato (Lee et al. 2015).
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Manteniendo la importancia en el lactato, este metabolito fue monitoreado desde su
incorporacion a la célula hasta su catabolismo al interior de la misma, para analizar las vias
metabolicas donde se estaba biotransformado. Este estudio mostré que del 100% del lactato
importado, solamente el 71% era transportado a mitocondria, ver Tabla 5a, el resto se
exportaba nuevamente al medio extracelular. El lactato transportado a la mitocondria era
convertido en piruvato por accion de la lactato deshidrogenasa mitocondrial, Tabla 5b. En
este punto, nhuestro modelo reprodujo un hecho ya reportado, el lactato comienza a mostrarse

como un metabolito capaz de ser reincorporado a vias metabdlicas para generar energia.

Sin embargo, el papel que se le ha atribuido al lactato al ser incorporado por la célula
tumoral es de una molécula de sefializacion mas que un intermediario metabdlico, donde,
después de la importacion a través de MCT1, el lactato induce la migracion de células
endoteliales, la formacién de tubos y la angiogénesis tumoral (Doherty y Cleveland, 2013). La
sefalizacién inducida por lactato en las células endoteliales puede estabilizar HIF-1a y activar
una via autécrina de NFB / IL-8 (Végran et al. 2011). En la literatura se ha planteado una
hipétesis sugiriendo que, la estabilizacién de HIF-1a es durante la conversion de lactato a
piruvato, mismo que compite con el alfa-cetoglutarato por la union a la hidroxiprolina (PHD),
gue normalmente hidroxilan los residuos de prolina en HIF-1a y los marcan para su
ubiquitinacion y consiguiente destruccién por parte del proteasoma (Lu et al. 2002; Lu et al.
2005). La participaciéon de un metabolito como el lactato en diversos procesos celulares abre
una ventana mas amplia en el estudio de su relacibn con otros componentes del
microambiente tumoral y no solo de las células tumorales. Para ello, es necesario realizar
seguimientos de los procesos en los que participa el lactato dentro de la célula en distintas
condiciones que puedan presentarse en el microambiente para evaluar futuros cambios en la

adaptacion metabdlica del tumor.

a)
Reacciones de consumo de Lactato (Citoplasmatico)

% de consumo Flujos Id de reaccion Reaccion
71 % 216 L_LACtcm Lac-L(c) --> Lac-L(m)

29 % 90 L_LACt4r Lac-L(e) + nal(e) <--> Lac_L(c) + nal(c)
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b)

Reacciones de consumo de Lactato (Mitocondrial)

% de consumo Flujos Id de reaccion Reaccion
100 % 84.8 LDH _Lm Lac-L(m) + nad(m) <--> h(m) + nadh(m) + pyr(m)

Tabla 5. Reacciones de consumo de lactato, modelo original. 1) El lactato que es transportado al citosol, en
su mayor proporcion se incorpora a vias metabélicas pasado por su rapido transporte a la mitocondria (L_LACtcm),
sin embargo, solo el 71% de este es utilizado, el 29% restante se excreta nuevamente al medio extracelular
(L_LACt4r). Por su parte. 2) El lactato importado a la mitocondria se convierte en piruvato por accion del lactato
deshidrogenasa mitocondrial (LDH_Lm), para su incorporacion al ciclo de Krebs.

5.2.1 Variaciones de oxigeno

Teniendo un nuevo marco de referencia sobre el efecto y las posibilidades metabdlicas
gue propiciaban tener lactato presente en el medio, se procedi6 a explorar las posibilidades
del modelo para adaptarse al descenso de oxigeno (una condicién importante para activar el
efecto Warburg reverso en cancer). Esta condicién de hipoxia se seleccioné como resultado
de observar que sus rangos minimos de flujos eran mayores. Considerando al oxigeno como
un metabolito importante en la regulacién de flujos de entrada y salida, se realiz6 una segunda
simulaciéon donde los flujos de oxigeno disponibles en el medio se fueron disminuidos
gradualmente. El resultado de esta simulacion fue satisfactorio al registrar la capacidad del
modelo para adaptarse a condiciones de hipoxia manteniendo su funcién de crecimiento. La
restriccion se realiz6 desde su rango maximo de 20 hasta el 0 nmol/ gPS * h, simulando el
paso de la normoxia hasta la hipoxia. Resultado de esta simulacion, se observé un incremento
en el importe de lactato a medida que los flujos de oxigeno eran mas restringidos, ver Tabla
6. El punto maximo de consumo de lactato se observé entre los flujos de oxigeno de 8y 9
nmol/ gPS * h marcando un punto intermedio en 8.5 nmol/ gPS * h, como el punto donde el
consumo de lactato por parte de la célula era el mas alto. El modelo computacional sugiere
la capacidad de una célula tumoral para seguir metabdlicamente activa y en proliferacion para
adaptarse a un descenso de los flujos de oxigeno compensando esta restriccion con una alta
tasa de importe de lactato. Nuestras simulaciones nos permitieron identificar un umbral del
flujo de oxigeno. Se observé que, por debajo de este umbral de oxigeno, el crecimiento se ve

drasticamente afectado.



Flujos de entrada Flujos de salida Funcién

Objetivo
Metabolito Flujos nmol/ gPS/ h Metabolito Flujos nmol/ gPS/ h biomasa
1.69
nmol/gPS/h
Lactato 204 H+ 126
lon amonio 47.3 Piruvato 123
Oxigeno 8.5 Fosfato 104
D- Glucosa 5 Metanol 83
Tyr-194 Apo-glucogenina 0.449 Desoxiadenosin 61.3
trifosfato
L-Arginina 0.05 L-Alanina 45
L-asparagina 0.05 Succinato 44.1
L-Aspartato 0.05 adenina 34.6
L-Glutamina 0.05 Acetaldehido 3.45
L-Glutamato 0.05 Urea 0.0484
Glicina 0.05 Disulfuro de 3- 0.024
mercaptolactato-
cisteina
L-Histidina 0.05 Acido 2 0.0156
hidroxibutirico
L-Prolina 0.05 Piridoxamina 0.005
L-Serina 0.05
L-Treonina 0.05
L-Cisteina 0.05
L-Valina 0.0204
L-Leucina 0.0187
L-Lisina 0.0156
L-Treonina 0.0093
L-Isoleucina 0.0062
L-Fenilalanina 0.062
Colina 0.005
mio-inositol 0.005
Piridoxal 0.005
L-Metionina 0.0031
L-Triptéfano 0.0015

Tabla 6. Resumen de flujo de entrada y salida en condicidon de descenso de oxigeno en 8.5. Los flujos de
consumo de lactato se observan elevados cerca de los 204 con rangos de flujos muy amplios, los flujos de salida
de algunos metabolitos disminuyen o desaparecen. Pero el consumo de aminoacidos se mantiene. La alta tasa
de absorcién de lactato y su consecuente biotransformacion a piruvato se ve reflejada en la excrecién de piruvato
como metabolito de deshecho por parte de la célula tumoral, esto debido a una alta concentracion del mismo y
gue no se incorpora en su totalidad a vias de fosforilacion oxidativa.



En estas ultimas simulaciones, se realiz6 un nuevo seguimiento del lactato ante la
restriccion de oxigeno para observar su incorporacion al metabolismo. Se identific6 como una
nueva fuente de carbono principal, cuya mayor parte, 73%, se convirtié en piruvato por accion
de la lactato deshidrogenasa citosélica y una pequefia porcidén, 6%, se transportd a
mitocondria donde también se convirtié en piruvato por la deshidrogenasa mitocondrial. Ver
Tabla 7a.

La exclusiva dependencia de la mayoria de las células tumorales de la incorporacion
de glucosa contrasta con la alta tasa de consumo de lactato que se presenta corroborando la
importancia del eje lactato-NDRG3-Raf-ERK y su papel en la angiogénesis y el crecimiento
de células hipoxicas. En este sentido, el lactato podria considerarse un oncometabolito; un
modulador del microambiente tumoral y una posible molécula de sefalizacion (Lee et al.
2015).

La evidencia experimental sugiere diversos mecanismos por los cuales es posible la
activacion del factor inducible por hipoxia (HIF-1a), todos ellos independientes. Sin embargo,
la activacién de HIF1-a activa la via glucolitica, lo que lleva a la acumulacién de piruvato,
mismo que se observa en los flujos de salida, ver Tabla 6. Ya descrito previamente, la
actuacion de lactato en el medio extracelular podria estabilizar el HIF1a y también beneficiar

a las células cancerosas.

a)
Reacciones de consumo de Lactato (Citoplasmético)

% de consumo Flujos Id de reaccion Reaccion
94 % 937 LDH_L Lac-L(c) + nad(c) <--> h(c) + nadh(c) + pyr(c)
6 % 63.1 L_LACtcm Lac-L(c) --> Lac-L(m)
b)
Reacciones de consumo de Lactato (Mitocondrial)
% de consumo Flujos Id de reaccion Reaccion
100 % 603 LDH_Lm Lac-L(m) + nad(m) <--> h(m) + nadh(m) + pyr(m)

Tabla 7. Reacciones de consumo de lactato en condiciones de bajo oxigeno. El transporte mitocondrial de
lactato se ve disminuido con la baja saturacién de oxigeno, pero los flujos son altos. 1) El lactato incorporado es
transformado en piruvato en el citosol y un 6% se transporta a mitocondrial. 2) donde el lactato también es
transformado en piruvato con flujos elevados.
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Posteriormente, el analisis FVA nos proporcioné las actividades metabdlicas de las
3748 reacciones que incluyen las reconstrucciones metabdlicas empleadas en todas las
simulaciones. Esto, en dos condiciones: célula tumoral en normoxia y célula tumoral con
restriccion de flujos de oxigeno. El primer andlisis de estos resultados nos muestra cambios
significativos en las vias del metabolismo de carbohidratos donde evidentemente hemos
observado cambios en la eleccion del lactato como fuente de carbono. Sin embargo, este
andlisis nos sugiere posibles variaciones interesantes en el metabolismo de otras vias, como
el metabolismo de aminoé&cidos y acidos grasos. (Datos no mostrados). Otro de los puntos
importantes en el andlisis FBA en la restriccion de oxigeno es el evidente incremento en los
flujos de entrada del ion amonio. Algunos autores mencionan este fenébmeno como un

reciclaje de nitrdgeno (Gouirand et al. 2018).

5.3 Resultados de visualizacion utilizando ESCHER

Para facilitar la visualizacion de los flujos metabdlicos activos a lo largo de toda la red
metabdlica reconstruida, se utilizé la herramienta ESCHER-FBA. Esta herramienta es una
plataforma en linea donde podemos disefiar nuestros propios mapas metabodlicos o utilizar
las plantillas predeterminadas que se encuentran incluidas en el mismo, en la nomenclatura
de Recon 1. Tener una interfaz gréfica facilita la interpretar de los flujos de las reacciones al

observar los cambios en un sistema de colores a lo largo de las vias metabdlicas.

El resultado del andlisis comparativo entre las dos condiciones propuestas
previamente, nos permite concluir que la modelacién de la reconstruccion “Breast Cancer”
presenta una mayor actividad de la ruta glucolitica y una incorporacion de la glucosa a ésta.
También se muestra que una gran parte de las reacciones correspondientes al ciclo de Krebs
se encuentran sin 0 poca actividad. Sin embargo, el andlisis FVA sugiere que es posible que

estas reacciones pueden participar bajo determinadas condiciones, ver figura 10.

Al modelar la misma reconstruccion, pero en condiciones de descenso de oxigeno, la
herramienta ESCHER-FBA nos facilito la visualizacion de las variaciones en los flujos de vias
glucoliticas ya antes mencionadas, ver figura 9. El visualizador nos permitié observar con

mayor claridad el efecto de la restriccion de oxigeno en el metabolismo de carbohidratos y
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comparar con su control en normoxia, ver figura 8. De la misma manera, resulté mas facil
poder analizar puntos de bifurcacién de vias al comparar en la figura 8 y 9 la participacion de
una via como las pentosas fosfato al conectarse con metabolitos como la fructosa-6-fosfato,
donde sin importar las dos condiciones del microambiente propuestas ésta sigue
manteniendo su actividad sin grandes variaciones. Notablemente encontramos un cambio en
los flujos de la glucosa 6 fosfato isomerasa que podria postular que ambas vias se relacionan
para satisfacer la demanda metabdlica.

La restriccion de los flujos de oxigeno muestra ser hasta este punto un factor capaz
de inducir una reconfiguracion metabdlica, con caracteristicas de adaptacion a las variaciones
del microambiente por parte de la célula tumoral. El punto méas importante es la relacion entre
el descenso de oxigeno y la incorporacion de lactato, teniendo como consecuencia de esto
un incremento en la actividad de enzimas como la lactato deshidrogenasa. El visualizador nos
sugiere un incremento de flujos en la actividad de dicha enzima, ver figura 11, a diferencia de

su control, ver figura 10.

Finalmente, sin pasar por alto la fosforilacion oxidativa, el efecto de la restriccién de
oxigeno tiene un efecto sobre la actividad de enzimas del ciclo de Krebs. Algunas de éstas
son la participacion de la aconitasa, la isocitrato deshidrogenasa y un incremento en los flujos
de obtencién de malato y fumarato, ver figura 11. El modelo nos sugiere el estrés inducido
por el descenso de oxigeno incrementa la actividad de vias de fosforilacion oxidativa para
aprovechar al maximo las condiciones adversas y compensar con vias alternas como
metabolismo de aminoacidos y metabolismo de acidos grasos, poniendo de lado las vias

canonicas del efecto Warburg.
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Biologia de sistemas. Modelo in silico del efecto Warburg reverso como un posible
blanco terapéutico en la supervivencia y progresion del cancer
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Fig. 10 Visualizacion en ESCHER FBA incorporacion de lactato y TCA modelado original. De manera clasica, se
infiere una carente actividad del ciclo de Krebs en células tumorales, sin embargo, esto no es debido algin tipo de disfunciéon
mitocondrial. Si no a que no son consideradas como necesarias para la obtencion de energia, la celula tumoral activa parcialmente
ciclo de Krebs donde la incorporaciéon de aminoacidos en vias anapleréticas activan reacciones aisladas del mismo como lo son la
actividad de la malato deshidrogenasa y la fumatrato hidratasa y la succinato deshidrogenasa. Esto se observa en las unidades de
flujos de cada reaccion y la direccion de la misma de acuerdo a su tendencia a seguir su via canénica o ser reversibles.
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Fig. 11 Visualizacion en ESCHER FBA incorporacion de lactato y TCA modelado descenso de

oxigeno. La figura nos sefiala la alteracién de flujos en el ciclo de Krebs en condiciones de bajo oxigeno donde la incorporacién de
lactato al medio promueve la activacion de reacciones del ciclo que no presentaban flujos, y modificando las vias anapleréticas de
incorporaciéon de aminoacidos hacia un fenotipo oxidativo. Infiriendo que el efecto Warburg reverso se vale mas de obtencién de energia
por fosforilacion oxidativa.
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Otra de las estrategias que pueden apoyar la visualizacibn grafica de las
reconstrucciones de escala gendmica es EFMviz, siendo ésta una extension de la caja de
herramientas de COBRA, la cual se basa en Recon 2.2 y es de cddigo abierto. Otra
herramienta que complementa la visualizacion es el programa Cytoscape, asignando a cada
reaccion un nodo individual para tener una mejor visualizacion, de la misma manera es
posible visualizar de esta manera datos de andlisis de expresion diferencial, proteémica y
metabolémica, mapeéndolos sin mayores esfuerzos. La combinacion de las redes
metabdlicas y los datos obtenidos de los andlisis biolégicos de alto rendimiento nos
proporciona un enfoque integrado de visualizacion, mismos que podrian ser implementados
como poderosas herramientas en la caracterizacién del metabolismo celular (Sarathy et al.
2020).

5.4 Analisis del espacio fase fenotipico.

Los planos de fase de fenotipo nos muestran distintas fases de crecimiento 6ptimo
como funcién de dos reacciones diferentes incluidas en la reconstruccion metabdlica. Las
caracteristicas de estas distintas fases se puede interpretar como fenotipos metabdlicos
diferentes utilizando una fuente carbono en todos los niveles de oxigenacién (Edwards et al.
2002). Este analisis se implement6 en nuestro estudio seleccionando el lactato como fuente
de carbono en diferentes niveles de oxigeno teniendo el lactato presente en el medio
extracelular. La Figura 12 muestra diferentes fenotipos metabdlicos donde la principal
representacion es como el aumento del consumo de lactato en relacion con el consumo de

oxigeno se obtiene un crecimiento 6ptimo.

Este analisis resalta la importancia del oxigeno y lactato en el medio para la obtencién
de los estados maximos de crecimiento. Evidentemente, en la Fig 12 se observa un cambio
en la pendiente representando una velocidad de crecimiento mayor donde a medida que
aumenta el flujo de lactato es menor el nivel de oxigeno necesario para alcanzar el estado
méximo de crecimiento. Posteriormente a este punto, la biomasa deja de ser dependiente de
ambos flujos, ésta se vuelve constante entre 8 y 9 nmol/ gPS * h. En conclusién, sin importar
que los flujos de lactato sean mayores, por debajo de ese nivel de oxigeno no se alcanza un
estado maximo de crecimiento, por debajo de este nivel disminuye el nivel de crecimiento

optimo. Esto también nos indica que, en el caso del descenso de oxigeno, el consumo de
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lactato ayuda a alcanzar un estado maximo de crecimiento celular, como un posible
mecanismo de supervivencia a la hipoxia.
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Fig 12. Los planos de fase de fenotipo. Uso del lactato como fuente de carbono en diferentes niveles de oxigeno para el
crecimiento 6ptimo. Representacion de 5 espacios fenotipicos dentro del plano en relacién con las dos variables representadas.
Los espacios representados sefialan perfiles metabdlicos distintos entre si mediados por Unicamente la variaciéon de oxigeno y
lactato. Algunos tienen la capacidad de poder varias sus flujos otros son mas restringidos, ejemplo de ellos son el color verde
que se limita a la incorporacién de lactato, pero otros como el rosa no lo considera esencial, el punto donde los niveles de
oxigeno y el consumo de lactato satisfacen la funcion objetivo en su maxima optimizacion es aproximadamente en el cruce de

ejes 8.5 nmol/gPS*h para Oxigeno y 50 nmol/gPS*h para el lactato, sefialado aqui como la interseccion entre el area rosa y la
verde.

5.5 Resultados de Analisis de Flujos por subsistemas

La reconstruccion metabdlica esta organizada en vias o subsistemas donde se
agrupan diferentes tipos de reacciones relacionadas entre si. Asi, cada transformacién
bioquimica se clasifica como reacciones de transporte o de metabolismo de carbohidratos,
aminoacidos o lipidos. Al hacer una comparacion de los flujos de las reacciones al descender
el nivel de oxigeno se observa un cambio en algunas de las vias metabdlicas, teniendo otra
forma de escudrifiar dénde estan las variaciones en los flujos al comparar dos condiciones
diferentes. Los principales cambios que se observa entre la normoxia y el descenso de
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oxigeno son cambios en los flujos del transporte con el reticulo endoplasmatico, metabolismo
de propanoato, metabolismo de triptéfano, metabolismo de valina, metabolismo de glutamato,
ciclo de la urea, ciclo TCA, metabolismo de piruvato, glucdélisis, fosforilacion oxidativa,
metabolismo de vitaminas y el metabolismo de NAD. En estas reacciones se observan una
gran variedad de flujos con diferencias sustanciales entre ambas condiciones. Teniendo asi
una forma mas cualitativa de identificacion de cambios en los flujos de metabolitos. Esta
estrategia permite estudiar mas a fondo qué reacciones son las que presentan mayor nimero

de variaciones en los flujos en dos diferentes condiciones, figura 13.
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Fig 13. Andlisis FVA. Comparacion de las variaciones de flujos de metabolitos en los distintos subsistemas de
organizacion de las reacciones de la reconstruccion. Descenso de oxigeno y condiciones originales en saturacién
de oxigeno alta. Los puntos sefialan las reacciones que componen cada subsistema, asi como los valores de flujo
que satisfacen la funcion objetivo. El flujo hacia el lado positivo representa la produccion de metabolitos por parte
de la reaccion en cuestion considerando la funcién principal de cada metabolito, por su parte, los flujos negativos
representan el consumo, asi como las reacciones que pueden ser reversibles. A simple vista, esta relacién no nos
muestra diferencias entre ambas condiciones, por ello es necesario analizar a profundidad cada subsistema.

Por ultimo, el andlisis FVA nos permitié poder separar subsistemas donde pudiera
observarse con mejor claridad los flujos maximos y minimos de las reacciones que se incluyen
dentro de los mismos, y asi lograr identificar posibles reacciones mayormente restringidas
gue podrian catalogarse como importantes en el establecimiento del efecto Warburg reverso.
El primer subsistema que presenta una disminucion de los rangos de variabilidad es el ciclo
de la urea/ metabolismo de aminoécidos, esto ante la restriccion de oxigeno, ver figura 14a.
El segundo subsistema en presentar una restriccion dentro de sus rangos de variabilidad ante
la restriccion de oxigeno fue el metabolismo de glutation al compararlo con las condiciones
de normoxia, ver figura 14b. Estos resultados sugieren la importancia del metabolismo de los
aminodacidos que se estan incorporando y expulsando al microambiente tumoral durante el
descenso del oxigeno, asi como la importancia de un equilibrio redox mediado por el glutation.
Este resultado nos condujo a postular que posiblemente ambos subsistemas se encuentren

interconectados, estableciendo ahi un posible interruptor del efecto Warburg reverso.
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Fig. 14 Analisis FVA. Andlisis FVA de los subsistemas de la reconstruccion de cancer de mama, con rangos
maximos y minimos de flujos. En condiciones normoxia y en restriccién de oxigeno: a) disminucién de los rangos
de variabilidad del subsistema ciclo de la urea/metabolismo de aminoacidos, parte superior izquierda, en
condiciones de restriccién de oxigeno a diferencia de la normoxia, parte inferior izquierda. b) disminucién de los
rangos de variabilidad del subsistema metabolismo de glutation parte superior izquierda, en condiciones de
restriccion de oxigeno a diferencia de la normoxia, parte inferior izquierda. Del lado derecho en ambas figuras se
esquematiza las condiciones en las que se observan los diferentes fenotipos metabélicos en la fig 14 a y b, del
lado superior derecho se representa la condicion de restriccion de oxigeno donde este se representa con la flecha
azul y el alto consumo de lactato en esta condicién con una flecha roja. Su contraparte es el modelo original en
condiciones de normoxia donde el flujo de oxigeno es mayor y el consumo de lactato menor, figura 14 a 'y b lado
inferior derecho.
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Fig. 15 Andlisis FVA — Porcentaje de reacciones
por subsistema. Utilizando la herramienta FVA es
posible aislar las reacciones cuya diferencia entre
valores maximos y minimos de flujos es distinta de
cero, para identificar reacciones cuya participacion
sea relevante para el establecimiento de un fenotipo
metabdlico. La grafica nos sefiala una comparativa
entre el porcentaje de reacciones activas en el
fenotipo Warburg y las reacciones necesarias para
establecer el efecto Warburg reverso. En color azul
se ubican las reacciones del fenotipo reverso,
mismas que a simple vista son mayores que las del
fenotipo clasico.

En otros aspectos, el andlisis FVA permite aislar las
reacciones bioquimicas que participan en el
establecimiento del fenotipo Warburg reverso, lo que
dio luz a poder comparar la relevancia de cada
subsistema en el fenotipo de supervivencia del cancer.
Algunas vias presentaron un incremento de
reacciones activas, que podrian considerarse
necesarias, durante el descenso de los flujos de
oxigeno. Dentro de éstas, destacan subsistemas
como el metabolismo de acidos grasos, la lanzadera
de carnitina, Ciclo de Krebs, metabolismo de folatos y
azucares y el transporte activo entre la mitocondria y
el citoplasma. Ver figura 15. Todas ellas,
seleccionadas por su participacion en vias
caracteristicas de generacion de energia y sintesis de
componentes  celulares necesarios para la
proliferacion celular.

A simple vista el fenotipo de Warburg reverso nos
sefiala que la maquinaria metabdlica necesaria ante
un estrés como el descenso de oxigeno es mucho
mayor que la que necesita una célula de cancer en
condiciones de normoxia. La reconfiguracién
metabdlica inducida por la hipoxia se orienta a un
fenotipo oxidativo, donde los &cidos grasos y los
aminoacidos importados del medio compensan la
demanda metabdlica necesaria para cumplir con la
caracteristica proliferativa de la célula de cancer ante
condiciones adversas. Considerando este punto como
un mecanismo de supervivencia del tumor.
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En términos generales, concluimos que el andlisis computacional realizado en nuestro
modelo in silico nos infiere que el cancer tiene una capacidad de poder adaptarse y ajustar
su metabolismo con la finalidad de mantener la demanda energética y sintetizar
macromoléculas necesarias para la proliferacion celular. Ejemplo de esto es el incremento
de reacciones en las vias de oxidacion y activacion de acidos grasos y la importancia de las
mismas en procesos celulares descritos en cancer, como elementos para la sintesis de
membranas, segundos mensajeros y fuentes de energia (Koundouros y Poulogiannis et al.
2020).

Por otro lado, vias como el metabolismo folatos tienen un incremento en las
reacciones activas durante el efecto Warburg reverso pudiendo correlacionarse de esta
manera con la informacién bibliogréfica referente al papel del folato en procesos de progresion
de la malignidad, como es el caso del cancer de préstata cuyo incremento en el consumo de
acido félico promueve la progresion de la patologia (Pieroth et al. 2018) o su contraparte
donde la baja ingesta del mismo fomenta un incremento de la malignidad de canceres
epiteliales, colorrectales y de cuello uterino. No obstante, existe una pequefia relacion entre
el metabolismo del folato y el metabolismo de Riboflavina donde se ha postulado una sinergia
entre estos dos metabolitos como esenciales en procesos oncogénicos, por su parte el folato
como un participante clave en la reparacion y metilacion del DNA y la Riboflavina como un

cofactor de enzimas del metabolismo de folatos (Powers et al. 2005).

Es importante resaltar que nuestro andlisis in silico nos sugiere aproximaciones a las
condiciones reales sobre el comportamiento de una célula de cancer al estar representando
condiciones adversas como la hipoxia. Ciertamente, el enfoque de biologia de sistemas que
sustenta esta tesis resulto ser til para indagar los cambios cualitativos respecto a los perfiles
metabdlico entre un fenotipo y otro, teniendo de esta manera un apoyo a la investigacion
oncoldgica en la busqueda de tratamiento dirigidos. Sin embargo, la magnitud de elementos
involucrados en la reconstruccion dificulta la identificacion de dianas especificas. Para facilitar
este tipo de analisis sera necesario caracterizar el fenotipo Warburg reverso reduciendo la
proporcion de reacciones e identificando cuales son las que no alteran la funcion objetivo del
modelo, generando un modelo minimo de reacciones. Por otra parte, es importante mencionar
gue el tener este tipo de reconstrucciones mas especificas a un fenotipo metabdlico facilita

poder identificar reacciones cuya variabilidad sea més restringida y marcarlas como blancos
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en la interrupcion del efecto Warburg reverso. Este Ultimo aspecto es una de las aportaciones
centrales de esta tesis, la cual ha permitido sustentar/apoyar la hipétesis de que el EWR es,
como se ha venido estableciendo a lo largo de esta narrativa, una adaptacion metabdlica de

supervivencia de las células cancerosas.

Conclusiones y Perspectivas

El microambiente tumoral juega un papel importante en la regulacion de la progresion
de una patologia compleja como lo es el cancer. El objetivo principal de este trabajo era
obtener un modelo que pudiera representar las principales caracteristicas metabdlicas del
cancer en condiciones de bajo oxigeno, hacia la representacion del efecto Warburg reverso,
desde un modelo in silico del metabolismo en células de cancer de mama. En particular, el
efecto Warburg reverso detenta un acoplamiento metabdlico entre células del ambiente (por
ejemplo, fibroblastos asociados al tumor - CAF) y células tumorales. Muestro trabajo postula
que las condiciones del TME favorecen el switch metabdlico que induce una dependencia
hacia un consumo de lactato. En otras palabras, el fibroblasto libera una gran cantidad de
lactato al TME y la célula de cancer hace uso de este metabolito como fuente de carbono. En
principio, un detonante de este efecto podria ser la deficiencia de nutrientes. Sin embargo,
nuestro estudio concluye que la deficiencia de nutrientes no es un factor relevante en la
preferencia del lactato, sino mas bien la restriccion de oxigeno resultdé ser mas importante en
la inversion metabdlica de la célula de cancer. La incorporacién de lactato por encima de la
glucosa, se observd como un efecto adaptativo a la condicién de restriccién de oxigeno. Es
importante mencionar que no es necesario llevarlo a la hipoxia para observar el efecto, ya
gue en este caso la viabilidad celular se ve comprometida. Por otro lado, el modelo en
computo logré aproximar caracteristicas propias de fenotipos de supervivencia celular
resaltando activacion de vias metabdlicas cuya participacion no es tan relevante en el efecto
Warburg clasico. Ejemplo de esto, es el metabolismo de lipidos como fuente complementaria
de energia, la cual se vio mayormente involucra en condiciones de bajo oxigeno como una

caracteristica a destacar del efecto Warburg reverso.



Como ya se ha mencionado, la glucolisis aerdbica confiere una ventaja metabolica a
las células tumorales para la generacién de macromoléculas necesarias en la proliferacion
(Vander Heiden et al. 2009). Esto, atribuido a la generacion de metabolitos intermediarios
gue posteriormente se incorporan a vias como pentosas fosfato (PPP), promoviendo la
generacion de NADPH y la generacion de acetil CoA para la rapida sintesis de lipidos.
Algunas vias como PPP, no presentaron alteraciones en los flujos de metabolitos, ver Fig. 8
y 9, lo cual indicaria que pese a los cambios en la via glucolitica por el descenso en oxigeno,
no se ve alterada la produccion de intermediarios para PPP. Esté resultado podria ser
interpretado como la adaptacién metabdlica de la célula tumoral de cancer de mama en donde
el lactato es la fuente de carbono empleada en esta via. De esta manera, el modelo
computacional nos abre una ventana a identificar similitudes entre distintos fenotipos
metabdlicos con la posibilidad de rastrear los metabolitos y estructurar vias hipotéticas de

regulacion.

Siguiendo la misma idea, fue posible tener el modelo computacional adecuado para
explorar las capacidades metabdlicas del cancer de mama, mismo que facilité la identificacion
de la produccién de piruvato, ver tabla 6, como una molécula que permanecié disponible para
la obtencion de acetil CoA y por consecuente promocion de lipogénesis (Wang et al. 1976;
Vander Heiden et al. 2009), esto se observé al realizar seguimientos individuales de algunos
metabolitos entre ellos el piruvato (datos no mostrados). La sintesis de lipidos la podemos
relacionar al proceso proliferativos y de division celular, el modelo computacional nos
aproxima a los procesos fisioldgicos reportados en cancer de mama, mismos que requieren
una atenciéon mas especifica para relacionarlos con los procesos celulares observados in

vitro.

Siendo asi, con ayuda del modelo se plantea el establecimiento del efecto Warburg
reverso en respuesta a la restriccibn de oxigeno como un mecanismo de adaptacion
metabdlica. Hasta este momento, este efecto y los intermediarios metabdlicos ya
mencionados los hemos observado en un modelo computacional de una reconstruccion de
cancer de mama ductal. Sin embargo, no es posible generalizar que este tipo de
comportamiento se asocien a todos los tipos de cancer glucoliticos. El modelar este tipo de
patologia, nos brinda informacién aproximada a procesos involucrados en la supervivencia

del cancer ductal, suponiendo que ante condiciones adversas las células de cancer de mama
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pueden ajustar su metabolismo a un efecto Warburg reverso y obtener energia a partir de la
incorporacion de lactato y aminoacido o través de la oxidacion de acidos grasos como se
observa en la Fig. 15. en donde podemos observar una dominancia de reacciones con flujos

activos en subsistemas relacionados al metabolismo de acidos grasos.

Modelar el estado estacionario de esta manera es una herramienta rapida de
aproximacion para el estudio de reconstrucciones metabdlicas, sin embargo, se pasa por alto
condiciones bioldgicas como la regulacién alostérica, lo cual seria complementario a este tipo
de estudios al incluir informacion de cinéticas enziméaticas, para explorar las capacidades

metabdlicas en casa condicion (Marin-Hernandez et al. 2020).

Extendiendo nuestro estudio a otras reconstrucciones concluimos que esta propiedad
in silico, d incorporar lactato en condiciones de bajo oxigeno, también se observa en otro tipo
de reconstrucciones metabdlicas de escala genémica entre los cuales se encuentra, cancer
de pulmén, higado y colon (resultados no mostrados). En base a esta observacion recurrente,
planteamos que el efecto Warburg reverso es una respuesta metabdlica ante la hipoxia, y
podria constituirse como un mecanismo de supervivencia propio de las células cancerosas.
La verificacion experimental de esta hipétesis se platea como una posible perspectiva de
continuidad a este trabajo, donde se plantea incursionar en los procesos de transporte con el
medio extracelular. Cabe mencionar que la regulacion de la progresion de la patologia, se le
atribuye a la gran variedad de componentes en el microambiente tumoral. En el caso del
cancer de mama se considera la importancia de la asociacién de diversos componentes
celulares en un panorama de acople metabdlico entre los mismos. En la Fig. 16 se representa
la propuesta mas aceptada sobre el establecimiento del efecto Warburg reverso y la
participacién de distintos cuerpos celulares en el TME, como los CAF, los adipocitos y células
del sistema inmunoldgico. La hipétesis sefiala el ya mencionado acople metabdlico entre CAF
y cancer, donde el lactato es el protagonista en cuestién, pero también se hace mencién de
la importancia de aminoacidos excretados por otras células de los cuales depende la
supervivencia de la célula de cancer. Entre estos se describe la incorporaciéon de alanina y
cisteina proveniente del estroma y de adipocitos adyacentes al tumor (Patra et al. 2021),
caracteristica que nuestro modelo tiene la capacidad de reflejar en los flujos de absorcion en
la célula tumoral, al bajar las condiciones de oxigeno. Sin embargo, estudiar fenbmenos como
estos o la inhibicién por competencia de nutrientes entre célula tumoral y células del sistema

inmunoldgico a través de un modelo computacional se realizaria de forma indirecta
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basandose en referencias bibliograficas. Principalmente porque este tipo de estrategias
computacionales se ven limitadas por diversos factores biol6gicos que se desconocen 0 no

se han descrito por completo como por la capacidad de cémputo para representarlos.
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Fig 16. Efecto Warburg reverso y acople metabdlico en el TME. La imagen nos proporciona una
representacion grafica de la propuesta del efecto Warburg reverso, donde el lactato producido por los fibroblastos
es incorporado por la célula de cancer, ayudando a mantener su fenotipo proliferativo. Por otro lado, componentes
celulares del microambiente tumoral como los adipocitos asociados al tumor y el estroma proporcionan la fuente
de carbono y nitrégeno adicional para la supervivencia del tumor en condiciones adversas. Por su parte, el fenotipo
Warburg reverso se relaciona con procesos como la evasiéon al sistema inmunolégico, donde se plantea la
propuesta desde el punto de vista metabdlico como una inhibicion por competitividad de nutrientes lo que se
representan en la figura como la interaccion competitiva entre cancer y células T por la glucosa y la glutamina en
el medio. Imagen adaptada de: (S. Patra et al., 2021).

El papel del estroma, el sistema inmunolégico y otros tipos celulares como los
adipocitos, establecen una sinergia metabdlica que es necesario explorar en futuros estudios.
Poder abordar desde una perspectiva mas integral los componentes del microambiente
tumoral en un modelo de biologia de sistemas, seria un siguiente objetivo en el modelado
para entender cual es el papel especifico de cada uno de los componentes en el desarrollo

del cancer. Hablando especificamente del acoplamiento metabdlico y utilizando herramientas



computacionales con la capacidad de poder modelar flujos de intercambio entre una
poblacion celular y otra. Este es un objetivo ambicioso y sera una estrategia a seguir para la

continuidad de esta investigacion.

Finalmente, a manera de conclusion, mencionamos que las reconstrucciones
metabdlicas a escala gendémica y el uso de herramientas computacionales propias de la
Biologia de Sistemas proporcionan un acercamiento al estudio de diversos procesos
celulares, todo esto sustentado con datos experimentales obtenidos por tecnologias de alto
rendimiento y corroborando los resultados con la fisiologia del organismo. El tener un modelo
gue asemeje en caracteristicas al efecto Warburg reverso en células tumorales de cancer de
mama, abre la posibilidad de estudiar una gran cantidad de escenarios in silico para explorar
las capacidades de respuesta metabdlica del tumor a las variaciones del microambiente en el
gue se desarrolla. El paradigma en biologia de sistemas de modelos basados en restricciones
constituye una piedra angular para la construccién de modelos sistémicos que coadyuven a
entender y predecir la actividad metabdlica en las células cancerosas. Sin duda, sera muy
necesaria la promocién de estos formalismos en el estudio de esta el area del metabolismo

en cancer, con la finalidad de generar una nueva pauta en la investigacion biomédica.

En el caso de la rama oncoldgica, este formalismo provee con un marco conceptual
cuantitativo Gtil para generar aproximaciones de las alteraciones metabdlicas en cancer y
construir hipétesis verificables experimentalmente. Recapitulando, la modelacion
computacional que detenta esta tesis muestra una perspectiva formal para el estudio de
sistemas biologicos con efectos en la optimizacion de tiempos y recursos para la
investigacion. Todo esto con el propésito de mejorar el entendimiento de las alteraciones
metabdlicas en cancer y buscar en un futuro la eficiencia en la busqueda de nuevos
tratamientos clinicos. El objetivo del presente trabajo se logré al encontrar la reconstruccién
metabdlica adecuada para representar el fenotipo Warburg reverso, no obstante la
reconstruccion empleada resulté ser demasiado grande para identificar vias de mayor
relevancia en el establecimiento del fenotipo. Un acercamiento valido podria ser una
reduccion de la red metabdlica hasta el punto de identificar el metabolismo central del efecto
reverso, sin embargo, esta idea no se implement6 por el hecho de restarle capacidad de
adaptacion a la célula tumoral reduciendo la similitud bioldgica. Es necesario explorar de
manera individual cada uno de los componentes de la reconstruccion para profundizar en el

entendimiento de la dinAmica metabdlica del cancer de mama.
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