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RESUMEN

Los humanos recién nacidos son altamente vulnerables a las infecciones, siendo
esta una de las 3 principales causas de muerte durante la etapa neonatal (Paulson
et al.,, 2021). Esta susceptibilidad a patdégenos y en particular a patdogenos
intracelulares, ocasiona una elevada morbilidad en neonatos, en el afio 2019 se
reportd que ocurrieron 2.4 millones de muerte neonatales (Sharrow et al., 2022).
Esta susceptibilidad a infecciones se relaciona con una deficiencia del sistema

inmune neonatal, en especial de los linfocitos T.

Para su activacion, los linfocitos T reconocen a los antigenos a través de su receptor
de células T (TCR), ademas de sefales coestimuladoras a través del receptor
CD28, siempre y cuando le sean presentados por células presentadoras de
antigenos (APC) a través del MHC Il. Adicionalmente, reconocen otras sefiales
proporcionadas por moléculas solubles, como las citocinas, que pueden
encontrarse en el ambiente y/o ser secretadas por las APC. El reconocimiento del
antigeno y las sefiales coestimuladoras desencadenan la activacion, la proliferacion
y la diferenciacion de los linfocitos T. El linfocito T CD4* se puede diferenciar en
linfocito T cooperador (Th) productor de citocinas, mientras que un linfocito T CD8*
se diferencia principalmente en una célula citotéxica (CTL). Durante su activacién y
diferenciacion, los linfocitos T sufren cambios en el metabolismo (reprogramacion
metabdlica), los cuales son necesarios para cubrir los requerimientos energéticos y
de precursores importantes durante dichos procesos. Estos cambios metabdlicos

han sido ampliamente reportados, sin embargo, la influencia que tiene el estado



metabdlico en la activacion y diferenciacion del linfocito T ha sido poco estudiada.
En el caso de los linfocitos T neonatales, en el laboratorio hemos reportado que
estos sobreexpresan genes relacionados con la glucolisis y tienen una elevada
proliferacion homeostética, pero aun no se esclarece como esto contribuye a la

respuesta inmune limitada que presentan los neonatos.

Este proyecto se tuvo como objetivo hacer uso de herramientas computacionales y
bioinforméticas, asi como bases de datos y la literatura disponible, para elaborar un
modelo computacional I6gico del metabolismo de los linfocitos T CD4* neonatales y
su influencia en la respuesta inmune de dichas células. Este modelo fue validado
con los resultados de experimentos funcionales reportados en la literatura, lo que
nos permiti6 darle poder predictivo y poderlo emplear para evaluar las
consecuencias que tiene el metabolismo y su alteracidon en la activacion y funcién
de los linfocitos T, para lo cual realizamos analisis dinamicos, cOmputo de estados
estables y analisis in sillico del efecto que tendria la mayor o menor expresion

(knockouts y knockins) de nodos importantes sobre la activacién de los linfocitos.
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SIGLAS, SIMBOLOS Y ABREVIATURAS

ADN: 4cido desoxirribonucleico.
NK: linfocitos citoliticos naturales o
natural Killer.

ILC: célula linfocitica innata.

APC: célula presentadora de
antigeno.

MHC: complejo principal de
histocompatibilidad.

TCR: receptor de célula T.

CTL: linfocito T citotéxico.

Th: linfocitos T auxiliares o
cooperadores.

TD: respuesta dependiente de T.
TI: respuesta independiente de T.
TLR: receptores tipo toll.

mlg: receptor de inmunoglobulina de
membrana.

CDA40L.: ligando de CD40.

GO: etapa del ciclo celular donde la
célula no se divide.

FAO: oxidacion de acidos grasos.

TCA: ciclo del acido tricarboxilico.
NADH: nicotinamida adenina
dinucledtida.

NADPH: nicotiamida-Adenina
Dinucleotido fosfato.

ATP: adenosin trifosfato.
OXPHOS: fosforilacion oxidativa.
S1P: esfingosina 1-fosfato.

IL-7: interleucina 7.

IL-7R: receptor de interleucina 7.
AA: aminoacidos.

FOXOL1.: proteina de caja forkhead
O1l.

FOXP1: proteina P1 de la caja de
Forkhead.

PI3K: fosfoinositol 3-cinasa.
MTOR: Diana de rapamicina en
células de mamifero.

PTEN: fosfatidilinositol-3,4,5-

trisfosfato 3-fosfatasa.



KLF: familia de factores de
transcripcion "factores Krupple-like".
KLF2: factor 2 Kruppel-like.
S1PR1: receptor 1 S1P.

S1P: Esfingosina-1-fosfato.

Glutl: transportador de glucosa 1.
PI3P: fosfatidilinositol 3-fosfato.
PDK1: Pyruvate Dehydrogenase
Kinase 1.

MTORC1: blanco de mamiferos del
complejo de rapamicina 1.
MTORC2: diana de mamiferos del
complejo de rapamicina 2.

HIF-1a: subunidad alfa del factor 1
inducible por hipoxia.

LDH: lactato deshidrogenasa
GAPDH: gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa.

a-KG: alfa cetoglutarato.

ASCT2: Transportador de glutamina.
LAT1-CD98: transportador
heterodimero de leuina.

ROS: especies reactivas de oxigeno.

GLS: glutaminasa.

GDH1.: glutamato deshidrogenasa 1.
X = variable asociada a los nodos.

f= funcion légica.

X = vector que representa el estado
del modelo.

n = numero de componentes o nodos
gue tiene un modelo.

2™ = nimero de estados posibles de
un modelo booleano.

t = tiempo inicial.

t + 1 = tiempo inicial mas una unidad
de tiempo.

k = Grado de un nodo.

Ca = Coeficiente de agrupamiento.

[ = Numero de vectores que un nodo
tiene entre sus nodos vecinos.

(k (k — 1)) = nimero de enlaces
posibles de un nodo entre los nodos
vecinos

TLR5: receptor 5 tipo toll.



NF-kB: factor nuclear potenciador de
las cadenas ligeras kappa de las
células B activadas.

AP-1: proteina activadora 1.

NFAT: Factor nuclear de célula T

active.

IL-2: interleucina 2.

MROS: especies reactivas de
oxigeno mitocondriales.

HumanCyc: Enciclopedia de Genes y

Metabolismo Humano.



TABLAS

Tabla 1. Tabla del andlisis estructural



FIGURAS

Figura 1. Sistema inmune innato y adaptativo ............ccceuvviiiiiiiieeiiiiiiiee e eeeeeeeens 4
Figura 2. Activacion de linfocitos T CD8* Yy T CD4" .....coovvvviiiiiiieeeeeeeie e 7
Figura 3. Activacion de liNfOCItOS B..........cooviiiiiiiiii e 8

Figura 4. Causas globales de muertes en nifios menores de 5 afios en el afio 2015

Figura 5. Sefales para la activacion de linfocitos T A) CD4*y B) CD8". .............. 13
Figura 6. Cambios entre un estado metabdlico glucolitico y oxidativo a lo largo de la
FESPUESTA INMIMUNE ... 15
Figura 7. Metabolismo de liNfOCIto T INACTHIVO...........uuuuruiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieee 16

Figura 8. Sefiales que ayudan a mantener la inactividad y evitar la atrofia de la célula

.............................................................................................................................. 18
Figura 9. Metabolismo de liNfOCIto T aCtIVO. ..........uuuvuviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieee 20
Figura 10. Via de sefializacion PISK/AKI/MTOR. ......ccooeiiiiiiiiiiiiiieeeeee e 22
Figura 11. GIUtaminOISIS........cooiiiiiiiiiiiieie e 25
Figura 12. Modelado [0QICO ........c.cuuiiiiiiiiie et 33

Figura 13. Heatmap del RNA-seq de linfocitos T CD4+ de adultos (A) y neonatos



Figura 16. Modelo de la influencia del metabolismo en la activaciéon de los linfocitos

T CD4+ reducido ¥y boOoleanizado .............eiiieeeieiieiiee e 50
Figura 17. Estados estables del modelo reducido y booleanizado WT ................. 52
Figura 18. Estados estables del modelo TCR KO ..........ovviiiiiiiiiiiiiiiiiii e 53
Figura 19. Frecuencia y trayectoria de estados del modelo TCR KO.................... 55
Figura 20. Estados estables del modelo CD28 KO ...........cccooviieeiiiviiiiiiiiiieeeeeeeeeans 56
Figura 21. Frecuencia y trayectoria de estados del modelo CD28 KO.................. 57
Figura 22. Estados estables del modelo TCR Yy CD28 Kl..........ccovvvvviiiiiiieeeeeennnns 58
Figura 23. Frecuencia y trayectoria de estados del modelo TCRy CD28 K ........ 61

Figura 24. Estados estables del modelo con las caracteristicas de los linfocitos T
CDA4+ NEONALAIES ... 63
Figura 25. Frecuencia y trayectoria de estados del modelo con caracteristicas
QTS0 = L= | 65
Figura 26. Estados estables del modelo con las caracteristicas de los linfocitos T
CD4+ neonatales y lactato Y ROS Kl .....coooeeiiiiieieeeeee 68
Figura 27. Frecuencia y trayectoria de estados del modelo con caracteristicas

neonatal y 1actato Y ROS Kl .......uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 70



1. INTRODUCCION

1.1.Sistemainmune
El sistema inmune es el encargado de generar una respuesta para la defensa de un
organismo contra agentes externos potencialmente patdégenos, como
microrganismos y sus componentes (proteinas, polisacéridos, ADN, etc.),
macromoléculas y otras sustancias ajenas al mismo, que pueden ser infecciosas o
no infecciosas. En algunos casos el sistema inmune puede generar una respuesta
contra componentes o sustancias propias del mismo organismo, dando lugar a
enfermedades autoinmunes. El sistema inmune puede responder rapidamente de
forma general empleando componentes del sistema inmune prexistentes (respuesta
inmune innata) o responder de forma especifica (respuesta inmune adaptativa),
empleando un conjunto de células y mecanismos especificos para diferentes tipos

de respuestas, lo que suele llevar tiempo.

1.1.1. Respuesta inmune innata

La respuesta inmune innata es la primera linea de defensa contra los agentes
externos, estd compuesta por barreras, fisicas, celulares y bioquimicas, las cuales
siempre estan presentes en el organismo. Esta primera linea de defensa esta
siempre activa, incluso en ausencia de una infeccién, patégeno o agente externo, lo
gue le permite generar una respuesta rapida. La respuesta inmune innata es

activada al reconocer productos de patdgenos y células dafiadas. Los mecanismos
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de la inmunidad innata reconocen estructuras comunes presentes en
microorganismos relacionados y no distingue diferencias especificas entre ellos
(Abul K. Abbas et al., 2019). La respuesta inmune innata es general y es la misma
en caso de una reinfeccion. Los principales componentes de la inmunidad innata
son, barreras fisicas y quimicas (tejido epitelial y sustancias antimicrobianas
secretadas en el epitelio), componentes celulares, como las células fagociticas
(neutrdfilos y macrofagos), células dendriticas, linfocitos citoliticos naturales (natural
killer o NK) y otras células linfociticas innatas (ILC) y, por ultimo, proteinas
sanguineas, como las proteinas del sistema del complemento [Figura 1] (Abul K.

Abbas et al., 2019).

1.1.2. Respuestainmune adaptativa

La inmunidad adaptativa, a diferencia de la innata, puede reconocer caracteristicas
especificas en las estructuras de los patdgenos y es capaz de distinguir entre estos.
Los componentes de la inmunidad adaptativa son capases de reconocer diferencias
entre antigenos pertenecientes a estos agentes extrafios, los cuales en su mayoria
son fragmentos de proteinas de entre 7 y 15 aminoé&cidos. La respuesta de la
inmunidad adaptativa es especifica para cada microrganismo o patégeno, ademas,
en el caso de una reinfeccidon la magnitud, intensidad y eficiencia de la respuesta
aumenta, esta caracteristica de la inmunidad es llamada memoria inmunoldgica

(Owen et al., 2014).



Identificar al patdgeno y generar una respuesta le toma entre 5y 7 dias al sistema
inmune adaptativo, asi que a diferencia que la del innato, la respuesta del sistema
adaptativo es mas lenta. Los componentes del sistema inmune adaptativo son los
linfocitos y sus productos, como anticuerpos y citocinas [Figura 1] (Abul K. Abbas et

al., 2019).

La inmunidad adaptativa puede dividirse en dos tipos diferentes de inmunidad, la
humoral y la celular. La inmunidad humoral se encarga principalmente de la defensa
contra patdgenos extracelulares. Este tipo de inmunidad esta compuesta por los
linfocitos B o células B y los anticuerpos que estos secretan. Los anticuerpos
reconocen y se unen a los antigenos del patégeno, impidiendo su capacidad de
infeccion y marcan al patégeno para su eliminacion por diferentes mecanismos
efectores, como promoviendo que el patégeno sea fagocitado. Por otro lado, la
inmunidad celular depende de los linfocitos T. Este tipo de inmunidad se encarga
de combatir a los patdgenos intracelulares, como virus y algunas bacterias. Estos
altimos pueden sobrevivir en el interior de las células del organismo infectado, por
lo que la inmunidad celular fomenta la eliminacién de las células que actiian como

reservorio del patégeno.

Cabe mencionar, que los linfocitos T también participan en la eliminacion de
patogenos extracelulares, reclutando leucocitos y ayudando a los linfocitos B a

producir anticuerpos con mayor afinidad por los antigenos, aumentado su eficiencia.



Asimismo, también en la inmunidad celular se producen anticuerpos de isotipos
especificos, que ayudan a la optimizacion de los patégenos, lo que permite una

mejor eliminaciéon de los mismos (Abul K. Abbas et al., 2019).

Microbio
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Figura 1. Sistema inmune innato y adaptativo: Se muestran los mecanismos de la
inmunidad innata y adaptativa, la inmunidad innata es la primera linea de defensa
contra los patdégenos, la respuesta adaptativa se activa después y necesita la
activacion de los linfocitos T. “La cinética de las respuestas inmunitarias innata y
adaptativa son aproximaciones y pueden variar en diferentes infecciones” (Abul K.
Abbas et al., 2019).

1.2.Linfocitos
Durante una infeccion, los componentes de la inmunidad innata son activados por
el reconocimiento de patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPS).
Posteriormente una célula presentadora de antigeno (APC), normalmente una
célula dendritica, procesa al patégeno y presenta péptidos (antigenos) del mismo

en su superficie por medio del complejo principal de histocompatibilidad o MHC



clase | o Il. La célula dendritica activada viaja a un ganglio linfatico, donde los
linfocitos T reconocen el antigeno por medio de su receptor de célula T (TCR),
causando su activacion y diferenciacion en linfocitos T con funciones efectoras o de

memoria (Owen et al., 2014).

Los linfocitos T pueden dividirse en dos tipos de células, linfocitos T CD4*y CD8".
Los linfocitos T CD8* pueden responder a la presentacion de antigeno por el
complejo MHC clase |y diferenciarse a un linfocito efector citotdxico. Los linfocitos
T CD8* citotoxicos (CTLs) tienen su actividad en el sitio de la infeccidn, después de
haber sido activados en un nodo linfatico y regresan al sitio de infeccion. Estas
células identifican y se unen a las células infectadas y las eliminan induciéndoles
muerte celular programada (apoptosis). Por su parte, los linfocitos T CD4*
responden a los antigenos presentados por el MHC clase Il y se pueden diferenciar
en uno de varios subgrupos de linfocitos T CD4* activos, por ejemplo, Thl, Th2,
Thl7 y Treg. Estas poblaciones tienen diferentes funciones efectoras y su
diferenciacion depende de las sefiales que el linfocito recibe de la APC, el ambiente
guimico donde se diferencia y otros linfocitos [Figura 2]. Cada subgrupo de linfocitos
T CD4* cumple con funciones especificas para combatir y eliminar al patégeno, los
linfocitos T CD4* activos (linfocitos T auxiliares o Th) adquieren la capacidad de
producir y secretar varios factores de crecimiento y citocinas. Estos productos
desencadenan y dirigen varios eventos importantes para la inmunidad, como

promover la activacion y proliferacion de linfocitos y macréfagos.
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Los linfocitos T CD4* activos que se diferencian en linfocitos Thl se encargan de
eliminar patdégenos intracelulares como virus y algunas bacterias intracelulares, los
que se diferencian en el fenotipo Th2 se encargan de eliminar parasitos
extracelulares como helmintos, los del fenotipo Th17 eliminan bacterias y hongos
extracelulares, y los linfocitos que se diferencian en Treg regulan la respuesta y

permiten la homeostasis de otros linfocitos y la tolerancia inmunoldégica.

En el caso del fenotipo Th1l, este es inducido por el IFNy y la IL-12, expresa al factor
transcripcional T-bet y produce y secreta IFNy. Por su parte, el fenotipo Th2 es
inducido por IL-4 e IL-2, expresa GATA3 y produce IL-4, IL-5, y IL-13. Por otro lado,
el Th1l7 es inducido por TGF-, IL-6, IL-21 e IL-23, expresa RORyt y secreta IL-21
e IL-17. Por ultimo, el fenotipo Treg es inducido por TGF- e IL-2, expresa Foxp3 'y

secreta TGF-B e IL-10. (Martinez-Méndez et al., 2022; Zhu & Paul, 2009)



Linfocito
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Th1
Ve .\\\\ Th2
— | ——Subgrupos
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Linfocito T CD4- Treg

efectores (Th)

Figura 2. Activacion de linfocitos T CD8*y T CD4*: Se muestra la interaccion entre
los linfocitos T CD8*y T CD4+y su diferenciacién a linfocitos efectores citotoxicos

y auxiliares, respectivamente.

En el caso de los linfocitos B, su activacion y respuesta puede ocurrir con ayuda de

linfocitos T CD4"* auxiliares (respuesta dependiente de T o TD) o sin ayuda de los

linfocitos T CD4" auxiliares (respuesta independiente de T o TI). En el caso de la

respuesta Tl esta se activa por el reconocimiento de antigenos multivalentes con

varios sitios de union a un anticuerpo o receptor, como el receptor tipo toll (TLR) o

receptor de inmunoglobulina de membrana (mlg) [Figura 3]. Para una respuesta

exitosa de linfocitos B dependiente de T se necesitan tres sefiales. La primera es la

unién de un antigeno multivalente y un receptor mlg. La segunda sefal es

proporcionada por un linfocito Th activo que se una al linfocito B por medio del TCR
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del linfocito Th y el receptor del linfocito B. La Ultima es proporcionada por citocinas
secretadas por el linfocito Th activo. También se reciben sefiales de la unién de
receptores secundarios, como CD40 del linfocito T y CD40L del linfocito B [Figura

3] (Owen et al., 2014).

Citocinas
Y L
. L]

Célula Ty

CD40ACDE0L
Célula B Célula B

Figura 3. Activacion de linfocitos B: Se muestra la activacion A) TD y B) Tl de los
linfocitos B, en la parte A) se puede observar 1) la unién de un antigeno
multivalente y un receptor mlg, 2) la union de un linfocito Th activo al linfocito B por
el TCR del linfocito Th y el receptor de antiguo del linfocito B, y 3) la sefial
proporcionada por citocinas secretadas por el linfocito Th activo, en la parte B) se
observa la interaccion proporcionada por la unién de un antigeno multivalente con
1) un receptor mig y 2) un TLR (Owen et al., 2014).

1.3.Sistema inmune de neonatos
Pese a los avances en la medicina, los humanos recién nacidos son un grupo muy
vulnerable a las infecciones, con una alta tasa de mortalidad. En el afio 2019 se
reportaron 5.2 millones de muertes de nifios menores de 5 afios y de estas muertes
2.4 millones ocurrieron en la etapa neonatal, y en Latinoamérica ocurrieron 94 mil
muertes neonatales (Sharrow et al.,, 2022). Ente los afios 2015 y 2019, las
infecciones, como la neumonia, junto con defectos de nacimiento congénitos y
desordenes maternos 0 neonatales, representaron las principales causas de

muertes neonatales (Liu et al., 2016; Paulson et al., 2021; Prabhudas et al., 2011;
8



Sharrow et al., 2022) [Figura 4]. Estas estadisticas revelan una gran importancia del

estudio del sistema inmune neonatal si se quiere abordar esta problematica.
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[ Enteric infections 3 Digestive diseases [ Substance use disorders
B Congenital birth defects [ Cardiovascular diseases [ Diabetes and kidney diseases
B Neglected tropical diseases and malaria 3 Sudden infant death syndrome 3 Chronic respiratory diseases
[l Other infectious diseases Il Self-harm and interpersonal violence
Unintentional injuries B Haemoglobinopathies and haemolytic anaemias
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B8 Nutritional deficiencies 33 Endocrine, metabolic, blood, and immune disorders
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Figura 4. Causas globales de muertes en neonatos y niflos menores de 5 afos en el
afo 2019: En estas se muestra las principales causas de muerte de nifios menores
de 5 afios y neonatos y que tanto afectan a estas poblaciones (Paulson et al., 2021).

El sistema inmune neonatal es adecuado para que el recién nacido atraviese por la
transicion de un ambiente casi estéril, como lo es el vientre de la madre, a un
ambiente rico en microorganismos. Aunque el sistema inmune del recién nacido

cuenta con cierta proteccién contra infecciones y patdgenos, aln esta en desarrollo



y resulta insuficiente para combatir con éxito algunos patdgenos, en especial
patogenos intracelulares. Ademas, aunque los bebes obtienen proteccion de los
anticuerpos maternos adquiridos en la placenta, el calostro y la leche materna, esta
proteccion es incompleta y de corta duracion, decayendo alrededor de los 6 meses

de edad (Basha et al., 2014).

El sistema inmune neonatal difiere del sistema inmune de adultos en muchos
aspectos. Por ejemplo, en la inmunidad innata neonatal, muchos de sus
componentes presentan una disminucion en su cantidad y alteraciones en su
actividad, en comparacion del sistema inmune de adultos (Tsafaras et al., 2020). En
el caso de la inmunidad adaptativa, en su mayoria los linfocitos son emigrantes
timicos recientes (ETR) virgenes, y los linfocitos T CD4* neonatales presentan un
sesgo hacia el fenotipo Th2, favoreciendo este fenotipo sobre el Thl (Holm et al.,
2021). Esto explica la limitacion del sistema inmune neonatal para eliminar
patdgenos intracelulares. Ademas, el numero de linfocitos Treg es mayor en la
sangre de neonatos que en la de adultos, 44.81 células/uL en adultos y 173.19
células/uL en el caso de los neonatos (Prabhu et al., 2016). Esta proporcion elevada
de células Treg, parece causar una elevada respuesta regulatorio o supresora, que
aungque es importantes para evitar una respuesta inmune excesiva y dafios
colaterales al organismo, deja susceptible al neonato a infecciones (Holm et al.,
2021; Pieren, 2022). Adicionalmente, la respuesta inmune parece estar

caracterizada por una respuesta efectora rapida a expensas de la generacion de
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memoria (Pieren, 2022). Por lo anterior, el sistema inmune neonatal, aunque
adecuado para la maduracion y la transicion del nacimiento, deja vulnerable al

neonato ante las infecciones.

Las caracteristicas y la respuesta particular del sistema inmune de los neonatos, su
susceptibilidad a infecciones y su ineficiencia para combatir exitosamente
patdgenos intracelulares, hace evidente la necesidad del estudio de la respuesta
inmune neonatal, en particular la inmunidad adaptativa celular mediada por los

linfocitos T.

1.4.Activacion de linfocitos T
Durante el desarrollo embrionario, las células hematopoyéticas que daran origen a
los linfocitos viajan de la medula 6sea al timo, donde pasan por un proceso de
seleccion y maduracion. Una vez que los linfocitos T maduran, estos salen del timo
como células T virgenes en la etapa GO del ciclo celular. Al salir del timo, las células
o linfocitos T maduros virgenes entran en circulacién pasando por la sangre, linfa'y

tejidos linfoides secundarios (ganglios linfaticos, bazo, placas de Peyer).

Si durante su recorrido en el sistema circulatorio, o los érganos linfoides
secundarios, la célula T virgen encuentra una APC profesional, y esta APC expresa
un complejo MHC-antigeno en su superficie que esta célula reconozca, la célula T
interactuara con el MHC-antigeno por medio del receptor de células T (TCR),

formando un complejo TCR/MHC-antigeno. Esta interaccion, junto con sefiales

11



coestimuladoras proporcionadas por las APC, o por el ambiente, desencadenan la
activacion y proliferacion del linfocito, logrando que el linfocito T CD4* se diferencie
en un linfocito Th productor de citocinas, mientras que un linfocito T CD8* se
diferencia en CTL. También es posible que los linfocitos T se diferencien en células

de memoria.

1.4.1. Senales coestimuladoras

La afinidad entre el TCR y el complejo MHC-antigeno es relativamente baja, lo que
hace esta interaccion inestable y que se necesite ayuda para poder lograr la
activacion correcta de la célula T. El complejo TCR-antigeno-MHC es estabilizado
por los correceptores CD4 en el caso de los linfocitos T CD4* y CD8 en el caso de
los linfocitos T CD8*, estos aumentan la avidez de la interaccion, uniéndose al MHC

clase | o Il [Figura 4] (Owen et al., 2014).

Otra sefal coestimuladora necesaria para la activacién de las células T es la del
receptor CD28, este receptor se puede unir a dos ligandos que se expresan en la
superficie de las APC profesionales, CD80 y CD86. La unién de CD28 con CD80/86
desencadena una serie de sefiales e interacciones que tienen un papel importante

en la activaciéon y respuesta de las células T [Figura 4] (Abul K. Abbas et al., 2019).

Ademas de las sefales proporcionadas por el complejo TCR/antigeno-MHC
estabilizado por CD4/8 y la interacciéon de CD28 con CD80/86, la magnitud y las

consecuencias de la activacion de las células T estan influenciadas por sefales
12



proporcionadas por citocinas, las cuales pueden encontrarse en el ambiente, ser
secretadas por la APC o por la célula T. Estas citocinas se unen a receptores de
citocinas en la superficie de las células T, interaccidon que causa la estimulacion de
sefales intracelulares que aumentan la proliferacion y la supervivencia de las

células T [Figura 4] (Owen et al., 2014).
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Figura 5. Sefiales para la activacion de linfocitos T A) CD4*y B) CD8*: Se muestra
el complejo TCR/antigeno-MHC estabilizado por el correceptor CD4 en el caso de
los linfocitos CD4*y CD8 para linfocitos CD8", la interaccidon entre CD28 y
CD80/86 y la sefal proporcionada por citocinas provenientes de 1) la APC, 2) el
ambiente y 3) el linfocito T.

1.5.Metabolismo de linfocitos T
Es bien sabido que el metabolismo de los linfocitos T estd muy vinculado con los
diferentes estados y funciones que los linfocitos adquieren a lo largo de su vida.
Entre los factores metabdlicos que afectan la funcion de los linfocitos T estan, el tipo
de metabolismo (anabdlico o catabdlico), la disponibilidad de nutrientes, el nivel de
expresion de proteinas metabdlicas y la abundancia de intermediarios y productos

de las vias metabdlicas. Esta influencia del metabolismo de ha estudiado en
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diferentes condiciones y sistemas, como en el caso del microambiente tumoral, el
cual es hipoxico, acido y hay un agotamiento de metabolitos, como la glucosa. En
este escenario es afectada la supervivencia, la proliferacion y las capacidades de

efectoras de los linfocitos T (Leone & Powell, 2020).

Los linfocitos T virgenes se encuentran en un estado metabdlico que depende de la
oxidacion de los nutrientes para la obtencion de energia [Figura 6], pero durante
una infeccidn, la activacion de los linfocitos T lleva a una reprogramacion metabdlica
a un programa glucolitico elevado [Figura 6]. Este estado, ademas de permitir la
sintesis de biomoléculas, puede inducir cambios epigenéticos necesarios para la
activacion de los linfocitos T (Lopez Krol et al., 2022). Una vez que la respuesta
inmune termina y el patdgeno es eliminado, la mayoria de los linfocitos T activos
mueren (apoptosis) quedando solo los linfocitos T de memoria. Durante la memoria
inmunoldgica, los linfocitos pasan nuevamente por una reprogramacion del estado
metabdlico en la que la glucdlisis se reduce y se regresa a un programa metabolico

oxidativo [Figura 6] (Michalek & Rathmell, 2010).
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Figura 6. Cambios entre un estado metabdlico glucolitico y oxidativo a lo largo de la
respuesta inmune: Se muestran los cambios que hay entre el programa metabdlico
oxidativo y glucolitico en las diferentes etapas de la vida de un linfocito T y a lo largo
de la respuesta inmune.

En este trabajo, nos centramos en los eventos de reprogramacién metabdlica que
ocurren durante las etapas tempranas de activacion de los linfocitos T CD4*y como

estas pueden afectar su activacion.
1.5.1. Metabolismo de linfocitos T virgenes

Las células T virgenes se encuentran en un estado de baja actividad, en el que
tienen bajos niveles de actividad transcripcional y traduccional (Chapman et al.,
2020). Estas células no realizan la division clonal ni secretan cantidades

significativas de citocinas, por lo que su necesidad energética y de precursores
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biosintéticos es limitada (Almeida et al., 2016). Sin la necesidad de producir
biomoléculas, los nutrientes disponibles pueden usarse para generar energia, a
través de la [B-oxidacion de acidos grasos (FAO), la oxidacién del piruvato
proveniente la glucolisis y la oxidacion de glutamina, por la glutamindlisis. La
glucolisis y la glutamindlisis se conectan con el ciclo del acido tricarboxilico (TCA)
para la produccion de poder reductor (NADH y NADPH). Este programa metabdlico
permite alcanzar un rendimiento 6ptimo en la sintesis de ATP a través de la
fosforilacidon oxidativa (OXPHOS) [Figura 5]. EI ATP es necesario para el
reordenamiento del citoesqueleto que ocurre constantemente mientras el linfocito T

virgen inactivos se encuentra en circulacion (Maciver et al., 2013).
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El programa metabdlico de los linfocitos T virgenes es regulado por sefales que el
linfocito recibe durante su circulacion. En ausencia de una infeccidon o patégeno, los
linfocitos T en circulacion reconocen, en menor cantidad e intensidad, sefiales que
normalmente promueven la activacion de los linfocitos, como las sefiales inducidas
por la IL-7 y el TCR. Estas sefiales mantienen la homeostasis del linfocito evitando

la atrofia de la célula (Chapman et al., 2020).

En los linfocitos T virgenes, la sefial IL-7/IL-7R estimula el catabolismo de la glucosa
y aminoacidos (AA), regulando el flujo basal de glucosa y AA mediante la via
PISK/Akt/mTOR, promoviendo la expresion de transportadores, como el
transportador de glucosa Glutl, evitando la atrofia de la célula. En los linfocitos
virgenes, FOXOL1 regula la sefal IL-7/IL-7R promoviendo la expresion del receptor
IL-7R, la actividad promotora de FOXOL1 es regulada por FOXP1, el cual es activado
por la sefalizacion ténica del TCR e inhibe a FOXO1 impidiendo una sobre
expresion de IL-7R, evitando que el metabolismo aumente y cause una activacion
prematura de los linfocitos T. La deficiencia de FOXP1 causa la hiperproliferaciéon
del linfocito T virgen como consecuencia de una mayor expresion de IL-7R [Figura
6] (Park & Pan, 2015). La actividad de los miembros de la familia FOXO es inhibida
por la via PI3K/Akt/mTOR, pero esta via es inhibida por la fosfatasa PTEN. Las
células T virgenes tienen altos niveles de PTEN, durante la activacién esta fosfatasa
es regulada a la baja por la sefalizacion exitosa del TCR [figura 6] (Chapman et al.,

2020).
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Figura 8. Sefales que ayudan a mantener la inactividad y evitar la atrofia de la célula:
En esta imagen se muestra como la sefial tonica del TCR y la sefial IL7-R/IL7, junto
con otros componentes celulares, interactian para mantener la inactividad y evitar
la atrofia del linfocito T, en el timo, la sefal tonica de TCR evita la activacion
temprana de la célula regulando la expresion de IL7-R, y durante la circulacion, la
sefal IL7-R/IL7 promueve el catabolismo de glucosa y AA como la glutamina,
promoviendo la expresion de sus transportadores y la transcripcion de genes
relacionados con la glucalisis y glutamindlisis, por medio de la via PI3K/Akt/mTOR,
evitando que se la célula se atrofie. La via PI3K/Akt/mTOR inactiva a FOXP1
permitiendo la expresion de IL7-R y PTEN impide la inhibicion de FOXP1 para que
IL7-R no se sobre exprese y ocurra una activacion temprana.

La familia de factores de transcripcion, factores Krupple-like (KLF), promueven la
expresion de moléculas que participan en mantener la inactividad y la activacién de
los linfocitos T. El factor 2 Kruppel-like (KLF2) aunque no es indispensable para
mantener la quiescencia, regula varios receptores de los linfocitos T que participan

en la migracion de los linfocitos, y como se menciona anteriormente la migracion se
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relaciona con las sefales que regulan la quiescencia. Los miembros de la familia
FOXO junto con KLF2, promueven la expresion de moléculas como el receptor 1
S1P (S1PR1), la sefial inducida por S1P se produce en la sangre y liquidos
linfaticos, esta sefial suprime la mitofagia para mantener el contenido mitocondrial

y la OXPHOS (Chapman et al., 2020).
1.5.2. Metabolismo de linfocitos T activos

Cuando el linfocito T interactia con una APC y recibe con éxito todas las sefiales
necesarias para su activacion, la célula pasa por cambios transcripcionales y sufre
una reprogramacion metabdlica y de la funcion mitocondrial. Los linfocitos T activos
son altamente proliferativos y biosintéticos, por lo que la tasa metabdlica aumenta y
cambia de un metabolismo catabdlico a uno anabdlico. El aumento en la tasa
metabodlica permite que los intermediarios del metabolismo sean usados para
sintetizar todas las biomoléculas e intermediarios que la célula necesita para cumplir

con sus funciones de linfocito T activo (Pearce & Pearce, 2013) [Figura 7].
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Glucdlisis: La reprogramacion metabolica de los linfocitos T activos resulta en el
cambio de la glucélisis-OXPHOS a la glucdlisis aerdbica (Glucdlisis-lactato en
presencia de oxigeno). Lo cual ocasiona un aumento de los transportadores y del
metabolismo de la glucosa. En las células T virgenes en reposo la captacion de
glucosa esta mediada por sefales extracelulares como citocinas (IL-7), factores de
crecimiento y en menor medida por la estimulacion tonica del TCR. En las células T
activas, la sefial mas importante es la del compromiso completo y eficiente del
TCR/CD28, junto con otras seflales estimuladoras como la IL-7, que induce la

captacion de glucosa tanto en células en reposo como activadas. El aumento de la
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captacion de glucosa en las células T activadas se caracteriza por una mayor

expresion y actividad del transportador de glucosa Glutl (Palmer et al., 2016).

La activacion de las células T requiere de la estimulacion del TCR y la sefales
coestimuladora de CD28, las sefiales de TCR/CD28 inducen en la via fosfoinositol
3-cinasa (PI3K)/Akt/mTOR. La unién de CD28 con CD80/86 y TCR con el MHC
conduce a la fosforilacién de PI3K, activandola y formando el fosfatidilinositol 3-
fosfato (PIP3) [Figura 8] (Maciver et al., 2013). PIP3 permite el reclutamiento de
hasta 3 isoformas de Akt y PDK1. PDK1 y mTORC2 fosforilan a Akt en sitios
separados, lo que resulta en su activacion. Akt activado estimula objetivos blancos
rio abajo como mTORC1. Tanto AKT como mTORC1 promueven la glucdlisis, AKT
y mTORC1 promueven la expresion del transportador de glucosa, Glutl, activando
el factor HIF-1a, que a su vez inducen la expresion de enzimas glucoliticas [Figura

8] (Palmer et al., 2016).
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Figura 10. Via de sefalizacion PI3K/Akt/mTOR: En esta imagen se muestra como
las sefales del TCR y CD28 activan la via de sefializacion PI3K/Akt/mTOR,
causando un aumento en la expresion del transportador de glucosa Glutl y con esto
un aumento en el metabolismo de la glucosa.

En la glucolisis aerdbica el piruvato producido por la glucélisis se convierte en lactato
envez de entrar en el TCA, reaccidn que es catalizada por el lactato deshidrogenasa
(LDH), y produce 2 moléculas de NADH necesarias para la reaccion de la
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH). El rendimiento neto de ATP de
la glucdlisis es de 2 moléculas de ATP por cada molécula de glucosa. Este
rendimiento de ATP es mucho menor que el que se obtiene por la fosforilacion

oxidativa, por lo que los linfocitos T activos necesitan consumir glucosa a un ritmo
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muy alto para poder producir toda la energia necesaria (Maciolek et al., 2014). Este

fendbmeno se conoce como el efecto Warbug.

Adicionalmente, el rapido aumento en la glucdlisis y la sintesis de lactato,
contribuyen a la activacion de los linfocitos T a través de cambio epigenético, por
medio de la lactilacion de residuos de histonas en genes de factores
transcripcionales, como NF-kB y Foxp3. Ademas se ha reportado que altos niveles
de lactato extracelular aumentan la lactilacion de los residuos de histonas (Lopez

Krol et al., 2022), lo que podria afectar la activacion y respuesta de los linfocitos T.

Glutamindlisis: La glutamindlisis es un proceso metabdlico de los aminoacidos que
convierte la glutamina, en glutaminato y alfa cetoglutarato (a-KG). Durante la
activacion de los linfocitos T se promueve la glutamindlisis, que contribuye a la
formacion de intermediarios para la sintesis de macromoléculas para la
diferenciacion y proliferacion (Yoo et al., 2020). Se ha demostrado que el uso de
farmacos dirigidos a la glutamindlisis sirve como tratamiento contra enfermedades
autoinmunes, como en el caso del sindrome de Sjogren, en el que el tratamiento de
las células T CD4* con el inhibidor de la Glutaminasa 1 BPTES normaliza su

respuesta (Fu et al., 2022).

En la activacion de los linfocitos T, la sefalizacion de TCR y CD28 aumenta la
expresion de transportadores glutamina (ASCT2) y enzimas del metabolismo de la

glutamina. La glutamina regula la activacion de células T, promoviendo
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indirectamente la captacion de leucina, a través del transportador LAT1-CD98. La
leucina y la glutamina activan a mTORC1, manteniendo el flujo metabdlico, y la
glutamindlisis genera glutation, que neutraliza especies reactivas de oxigeno (ROS)

(Chapman et al., 2020).

Durante la glucdlisis aerobica, donde el piruvato es convertido en lactato, la
glutamina soporta el metabolismo oxidativo mitocondrial. La glutamina tiene un
papel muy versatil en el metabolismo celular, participa en el TCA, la biosintesis de

nucleotidos, glutation y otros aminoacidos no esenciales (Yoo et al., 2020).

Cuando la glutamina extracelular entra al citoplasma esta se puede usar para la
biosintesis de hexosamina, nucleétidos esenciales para la proliferacion, vy
asparagina. La glutamina citosélica puede entrar a la mitocondria donde ocurre la
glutamindlisis mitocondrial, que convierte la glutamina en glutamato, mediante una
reaccion que es catalizada por la glutaminasa (GLS). El glutamato se puede
exportar al citosol y participa en la biosintesis de glutation. En la mitocondria, el
glutamato se convierte en a-KG, por la glutamato deshidrogenasa 1 (GDH1), el a-
KG puede exportarse al citosol, donde participa en la biosintesis de acidos grasos,

en la mitocondria el a-KG puede entrar al ciclo TCA (Yoo et al., 2020).

Durante la reprogramacion metabdlica, la glutamindlisis junto con la oxidacion de
otros aminoacidos (como el triptéfano o la serina) y fuentes fisiolégicas de carbono

(como el acetato), se incorporan al TCA para mantener los niveles de intermediarios
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necesarios para que estos contribuyan al anabolismo y a la generacion del poder
reductor que sera aprovechado por la OXPHOS para la generacion de ATP (Feng
et al., 2022; Kaymak et al., 2022). En el caso de la glutamindlisis, el a-KG cuando
se incorpora al TCA este se convierte en citrato por la carboxilacion reductora de a-

KG, y este citrato es crucial para la sintesis de lipidos [figura 9] (Yoo et al., 2020).

Sinteis de
nucleotidos, Sinteis de K
hexosamina y lipidos Sinteis de
asparagina nucleotidos
Glutamina—s——=— Glutamina
W a-KG Citrato

Oxalacetato

Glutamina /Citrato

\Glutamato ——p-KG

Glutaminolisis TCA Oxalacetato

OXPHOS

Figura 11. Glutamindlsis: En esta imagen se muestra como la gluatamindlisis se
conecta con el TCA y se muestra como los intermediaros participan en la sintesis
de biomoléculas, como lipidos y nucleétidos, que son importantes para la
proliferacion.

1.6.Modelado l6gico
Entre las décadas de 1960 y 1970 se empez0 a introducir el uso de modelados
l6gico para el estudio de sistemas biologicos (Fauré & Kaji, 2018). En el afio 1961,
tras el descubrimiento de mecanismos especificos de regulacion de genes y la
descripcion de los primeros circuitos reguladores en bacterias, se propuso el uso de
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algebra booleana para modelar sistemas celulares (Abou-Jaoudé et al., 2016). El
primero en modelar un sistema bioldgico fue Mitoyosi Sugita, que aplicando
métodos y herramientas de matematicas y electronica, realizé un modelo de
circuitos genéticos bacterianos basado en légica matematica (Sugita, 1963). Poco
tiempo después en 1969, Stuart Kauffman realiz6 un analisis de redes regulatorias
de genes descritas con modelos booleanos, utilizando una aproximacion sincronica,
centrandose en las propiedades asintéticas (Kauffman, 1969). Paralelamente, René
Thomas abordd el modelado de circuitos reguladores especificos, en particular la
red que controla la decision lisis-lisogénica en bacteriéfagos lambda, usando un
enfoque asincronico y refinando el formalismo l6gico con parametros o reglas
l6gicas y la introduccién de variables de valores mdultiples (Naldi et al., 2018;
Thomas, 1973). En sus trabajos Kauffman y Thomas coincidieron en que los
estados estables, o atractores, pueden relacionarse con diferentes sistemas
biolégicos o tipos celulares, y q ue las transiciones de un estado légico a otro pueden
asociarse con cambios en la expresion génica a lo largo del tiempo. El conjunto de
estos trabajos, sentaron las bases para estudios posteriores que demostraron en
potencial y el poder del modelado l6gico aplicado al estudio de biologia molecular,
sistemas bioldgicos y mas (Abou-Jaoudé et al., 2016).

Los modelos pueden ser cuantitativos o cualitativos, en el caso de los modelos
cuantitativos, estos necesitan informacion cinética del sistema, informacion que solo

esta disponible para sistemas bien definidos y muy investigados, lo que limita su
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aplicacion. Por otro lado, los modelos cualitativos se basan en una red de
interacciones que representa la influencia de los componentes del sistema (Samaga
& Klamt, 2013) y no necesitan parametros cinéticos ni otro tipo de conocimientos
precisos sobre los mecanismos moleculares (Schwab et al., 2020). Los modelos
booleanos son un tipo de modelado l6gico cualitativo, donde los componentes de la
red se describen usando valores binarios (0 y 1) y las interacciones entre los
componentes son definidas por funciones reguladoras booleanas o reglas légicas
(Niarakis & Helikar, 2021). Este tipo de modelado se puede aplicar para estudiar
procesos celulares como la diferenciacion o ciclo celular, proliferacion, apoptosis,
regulacion de la expresion de genes, actividad de proteinas, etc. (Abou-Jaoudé et

al., 2016).

Los modelos en general pueden considerarse como una abstraccidén de un sistema
biolégico que se centra en los componentes del sistema con interacciones que
tienen una influencia positiva o negativa sobre otros componentes del sistema

(Abou-Jaoudé et al., 2016).

En el modelo l6gico un numero de n elementos llamados nodos [Figura 10-A)],
representan los componentes del sistema bioldgico, por ejemplo, proteinas, genes
o biomoléculas (Schwab et al., 2020). Los nodos también pueden simbolizar
procesos, como la transcripcion y vias metabdlicas, o fendmenos abstractos del

sistema biologico, como la diferenciacion o el destino celular (Niarakis & Helikar,

27



2021). Las interacciones entre los componentes del sistema bioldgico, en el modelo,
son representadas por vectores que van del nodo/componente que induce la
interaccion hasta el nodo/componente al que afecta [Figura 10-A, B) y C)], estos
vectores cuentan con una caracteristica que permite saber el efecto que tendra esta
interaccion sobre el nodo que afecta. El conjunto de los nodos y vectores forma una
red o grafico regulatorio, el cual es una forma gréafica de describir el sistema [Figura
10-B) y C)] (Abou-Jaoudé et al., 2016). La construccion de una red regulatoria por
si sola, puede brindarnos informacion del sistema y sus componentes por medio de
analisis estructurales, por ejemplo, mediante el calculo del grado y coeficiente de
agrupamiento de los nodos del sistema. En el caso del grado de los nodos (k), este
nos indica el numero total de vectores que estan asociados a un nodo, ya sea que
representen interacciones positivas o negativas que salen del nodo o que convergen
en él. Por otro lado, el coeficiente de agrupamiento (Ca), nos indica que tan
densamente esta conectado un nodo y este se calcula dividiendo el nUmero de

vectores que un nodo tiene entre sus nodos vecinos (1), entre el nimero de enlaces

l
k(k-1)

entre los nodos vecinos que es posibles de existan ( Ca = ). (Hao etal., 2012)

Los nodos estan asociados a una variable discreta entera (x = {xq, ..., X}), la cual
es una abstraccion logica que nos permite saber el estado del componente en el
sistema biologico. El valor de esta variable puede representar tanto la presencia

como la ausencia del componente, como su nivel de concentracion o activacion
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(Saadatpour & Albert, 2013). En el caso de los modelos booleanos, la variable x
asociada a los nodos pueden tener un valor de 0 (ausencia/inactivado/apagado) o
1 (presencia/activado/encendido) (Niarakis & Helikar, 2021). Sin embargo, en los
sistemas bioldgicos un solo componente puede tener diferentes efectos en el
sistema y los deméas componentes, dependiendo de su concentracion o activacion.
En estos casos es necesario el uso de variables multivaluadas con un valor maximo

mayor que 1 (Abou-Jaoudé et al., 2016).

Las consecuencias de las interacciones sobre el modelo y sobre el valor de la
variable a la que los nodos estan asociados, estan codificadas en las funciones
booleanas o reglas ldgicas (f = {f1, ..., fa})- Las funciones booleanas pueden
escribirse con los operadores, AND, OR y NOT, que describen todos los cambios
gue pueden ocurrir en la variable x asociada a los nodos y las condiciones
necesarias para que este cambio ocurra [Figura 10-B) y C)] (Naldi et al., 2018;

Niarakis & Helikar, 2021).

En el modelo, los nodos de entrada representan sefiales externas, como nutrientes
(por ejemplo: glucosa) o sefiales ambientales, estos no estan regulados por otros
nodos, pero si ejercen regulacion sobre otros nodos. Los nodos de entrada no tienen
funciones booleanas asociadas y su variable tiene un valor basal, los nodos internos
del modelo, estan reguladas por otros nodos y ejercen regulacion sobre otros nodos.

Estos nodos representan componentes como proteinas. Los nodos de salida son
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regulados por otros nodos, pero no regulan a otros, y representan componentes

como fenotipos o la diferenciacion celular (Schwab et al., 2020).

Las funciones booleanas pueden usarse para trazar el progreso del modelo al
tiempo t + 1 partiendo de un estado inicial al tiempo t. EI cambio del valor de la
variable de un componente al tiempo t+ 1 depende de los niveles de los
reguladores asociados a ese componente en el tiempo t. El estado del modelo al
tiempo t puede definirse con el vector X (t) = {x,(t), ..., x,(t)}, y el cambio en el
valor de la variable x del tiempo t al t + 1 (x;(t) — x;(t + 1)), esta definida por las
funciones f asociada al respectivo nodo x;(t + 1) = f;(% (t)) (Schwab et al., 2020).
Cabe mencionar, que con el grafico regulatorio se pueden deducir las funciones
booleanas y viceversa, aunque no siempre es evidente si es el operador OR o el

AND el que debe ir en cada situacién especifica.

El comportamiento a largo plazo del modelo puede describirse por un grafico de
transicion de estados o estado-grama, donde se representan las transiciones entre
todos los estados posibles del modelo a lo largo del tiempo [Figura 10-D) y E)].
Adicionalmente, haciendo uso de procesos estocasticos basados en procesos de
Markov de tiempo continuo, podemos obtener un analisis probabilistico de la
transicion entre los estados del modelo o la transicion de nodos especificos a lo
largo del tiempo. En los procesos de Markov de tiempo continuo, para el conjunto
de estados posibles de un modelo (3) donde los estados son finitos (|}}| = m < ),
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se describe mediante procesos estocasticos {s(t),t € I c R} la evolucién de un
modelo a lo largo de intervalos de tiempo I = [t,,,, ty], que no representan unidades
de tiempo real, sino transiciones de eventos. Los cambios de estados a lo largo de
estos eventos ocurren con una tasa de transicion definida p(x¥ - x") partiendo de un
estado inicial P[s(t,,) = ¥], a lo largo de la transicion de eventos la posibilidad de
gue ocurra un cambio en el sistema depende Unicamente del estado actual del
mismo. Este tipo de analisis nos permite seqguir la probabilidad de que el sistema
bioldgico, o uno de los componentes, adquiera un estado estable a lo largo de lo
gue podemos interpretar como un tiempo bioldgico (Calzone et al., 2022; Stoll et al.,
2012). El uso de herramientas estocasticas basadas en procesos de Markov nos
permite igualar las ventajas del uso de modelos cuantitativos sobre los modelos
cualitativos, ya que nos permiten obtener informacion del desarrollo del sistema a lo
largo de una interpretacion de tiempo usando modelos cualitativos sin la necesidad

de datos cinéticos.

En un modelo booleano donde los nodos pueden tener un valor de 0 o0 1, la cantidad
de estados posibles que puede tener el modelo se puede calcular con la formula 2",
donde n es el numero de nodos. Si en el gréfico de transicion de estados se llega a
una secuencia periodica de estados, significa que se ha llegado a un atractor, los
cuales no se pueden cambiar a menos que ocurra una perturbacion (Schwab et al.,

2020). Los estados estables pueden dividirse en dos tipos: 1) El primer tipo de
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estado estable se denomina, atractores de estado estacionario [Figura 10-D)], los
cuales son un solo estado donde los valores de cada componente del modelo se
mantienen constantes (punto fijo). Estos atractores estables se relacionan con el
fenotipo y la diferenciacion celular. 2) El segundo tipo de atractores son los ciclicos
[Figura 10-E)], estos atractores estan formados por una secuencia de estados que
se repiten peridodicamente, este tipo de atractores se asocian con el ciclo celular o
ciclos circadianos (Schwab et al., 2020). En los modelos booleanos, los atractores
ciclicos no suelen ser de gran interés, y de serlo se tratan con cautela, ya que
pueden surgir como consecuencia de cualquier asa de retroalimentacion negativa
presente en el modelo, sin que necesariamente represente lo que ocurre en el

sistema bioldgico real.
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Figura 12. Modelado logico: En el inciso A) se muestran nodos que representan los
componentes de un sistema y los vectores que indican la interaccién entre los
componentes, los vectores tienen caracteristicas que indican si la interaccion es
positiva o negativa. En los incisos B) y C), se muestran dos gréaficos regulatorios
formados por estos nodos y vectores, junto con sus funciones logicas que describen
las consecuencias de las interacciones sobre las variables asociadas a los nodos a
lo largo del tiempo. En los incisos D) y E), se muestran dos graficos de transicién de
estados que representan el cambio en los valores de las variables asociadas a los
nodos a lo largo del tiempo, en el grafico de transicién de estados D) se llega a un
estado estable, en el grafico de transicién de estados E) se llega a un ciclo estable
compuesto por 4 estados que se repiten conforme pasa el tiempo.

2. ANTECEDENTES
En una publicacion previa del laboratorio, se usé el modelado l6gico para el estudio
del papel de la sefializacion del TCR y el TLR5 en la activacion de los linfocitos T

CD4*. En el articulo se concluye que la sefalizacién del TLR5 y el TCR cooperan
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para la activacion de NF-kB y AP-1, para la produccion de citocinas y para la
proliferacion de células T CD4* (Rodriguez-Jorge et al., 2019). Ademas, otro articulo
del laboratorio concluy6 que la sefalizacion del TLR5 podria ayudar a superar el
umbral de activacion de los linfocitos T CD4* neonatales, ayudando a la activacion

y la produccion de citocinas proinflamatorias (Labastida-Conde et al., 2018).

Adicionalmente, en otro articulo del laboratorio se usaron datos experimentales y
modelado légico para estudiar la integracidon del metabolismo, las especies
reactivas de oxigeno (ROS) y la sefalizacion por el TCR para la activacion de los
linfocitos T CD8*. En este articulo se encontré6 un mayor porcentaje de linfocitos T
neonatales con alto nivel de ROS mitocondriales y citoplasmicos, los cuales se
correlacionan con una sobreexpresion de enzimas glucoliticas. Al obtener los
estados estables del modelo, se encontraron dos estados de anergia en los que el
TCR y CD28 se activan por separado y un estado de activacion incompleta donde
se activa NFAT, pero no NF-kB, AP1 o IL-2. En este articulo se concluye que los
altos niveles de ROS perjudican la activacion de los linfocitos T CD8*, y que los altos
niveles de ROS en las células neonatales pueden atribuirse a una glucolisis ya
activa antes de la activacion y/o a una baja capacidad de las mitocondrias para
controlar los electrones a lo largo de la cadena respiratoria, produciendo mROS

(Sanchez-Villanueva et al., 2019).
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Recientemente, en su Tesis de Doctorado (inédita), la Mtra. Linda A. Kempis-
Calanis realiz6 un estudio transcriptomico de los linfocitos T CD4* de adultos y
neonatos humanos a nivel basal y activados [Figura 13]. En este estudio, en los
neonatos se encontrd una sobreexpresion de genes caracteristicos de la glucdlisis
aerobia y consumo de aminoacidos. Lo que sugiere un estado metabdlico altamente

glucolitico en condiciones basales.

PFKP 15

PKM 1

ENO1 0.5

PGt 0
05

PGK1

GPI

-1.5
GAPDH

TPt

LDHA

ALDOA

HK2

HK3

PGAM1

Figura 13. Heatmap del RNA-seq de linfocitos T CD4+ de adultos (A) y neonatos (N):
Donde se observa la diferencia entre la expresion de enzimas relacionadas con la
glucolisis entre linfocitos T CD4* neonatales (N) y adultos (A) (Kempis-Calanis,
2021).

Todo lo anterior sugiere que los linfocitos T CD4* de neonatos presentan una
elevada glucdlisis aerobia, alta concentracién de ROS y una activacion limitada, en

comparacion de los linfocitos T CD4* de adultos.
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3. OBJETIVOS

3.1.General:
Modelar computacionalmente la regulacion cruzada del metabolismo y la respuesta

inmune de los linfocitos T CD4*, enfocandonos en células neonatales.

3.2.Especificos:
1. Modelar computacionalmente la relacion entre las vias metabdlicas y la activacion

de los linfocitos T CD4", partiendo de modelos actuales.

2. Reproducir computacionalmente la reprogramacién metabdlica que ocurre

durante la activacion y diferenciacion de los linfocitos T CD4* de adultos.

3. Ildentificar nodos que probablemente puedan potenciar la respuesta de los

linfocitos T CD4* neonatales a través de modelado computacional.

4. HIPOTESIS

Se sabe que la activacion de los linfocitos T CD4* induce una reprogramacion
metabdlica (efecto Warburg), la cual es necesaria para lograr su activacion y
diferenciacion. También se sabe que el estado metabdlico celular puede influenciar
positiva 0 negativamente la respuesta de activacion. Por lo tanto, se espera que el
modelar computacionalmente estas redes nos permitira explicar como el
metabolismo de los linfocitos T CD4* neonatales afecta su respuesta de activacion.

Ademas, existe suficiente evidencia para plantear la hipétesis de que un estado
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metabdlico altamente glucolitico en los linfocitos T CD4* neonatales influye
negativamente en su respuesta de activacion, ya que se ha visto que varios
metabolitos tienen funciones inmunoreguladoras, en especial el lactato, que en alta

concentraciones puede ser inmunosupresor.

Adicionalmente, no descartamos el papel de otras vias metabdlicas, asi como la
existencia de mecanismos independientes del metabolismo, que supriman la
funcién de las células T CD4* neonatales. Sin embargo, es posible que las
simulaciones con el modelo computacional junto con analisis estructurales de la red
nos permitan descubrir estados metabdlicos alterados que influyan negativamente
en la activacion, e identificar los metabolito o vias metabdlicas que causan estos
estados, permitiéndonos proponer blancos de intervencion para promover la funcién

de los linfocitos T CD4* neonatales.

5. METODOLOGIA

5.1.Construccion del modelo
Para generar el modelo de la influencia del metabolismo en la activacion de los
linfocitos T CD4*, se complementaron y actualizaron dos modelos elaborados por el
Dr. Rodriguez-Jorge, un modelo del metabolismo de los linfocitos T CD4* y otro de
las vias de activacién de los linfocitos T CD4* publicado por el Dr. Rodriguez Jorge

el afo 2019 [(Rodriguez-Jorge et al., 2019) (http://ginsim.org/node/225)]. Para la

complementacioén de los modelos se realizé una busqueda de informacién de temas
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relacionados con el metabolismo de linfocitos T CD4*, su activacion y cualquier otro
tema que se consideré util para el proyecto. La investigacion se realizd en la
bibliografia y bases de datos especializadas, como METABOLIC ATLAS [(Robinson

et al., 2020) (https://metabolicatlas.org/)] y la Enciclopedia de Genes y Metabolismo

Humano (HumanCyc) [(Trupp et al., 2010) (https://humancyc.org/)]. Conforme la

informacion era recopilada esta se fue integrando en el gréfico regulatorio de los
modelos en forma de nodos y vectores con ayuda del software GINsim [(v3.0), (Naldi

et al., 2018) (http://ginsim.org/)]. Este paso es necesario, ya que el conocimiento

actual sobre el tema debe incluirse en el modelo.

Conforme los modelos se fueron modificando, a los nodos se les asignaron valores
booleanos (0, 1), para describir su nivel de actividad. Sin embargo, en algunos
casos, a los nodos se les asigno un valor de activacion mayor, habiendo nodos con
hasta 4 posibles valores (0, 1, 2, 3), siempre y cuando la asignacion de estos valores

estuviera justificada bioloégicamente.

Una vez los graficos regulatorios integraban satisfactoriamente la informacion
recopilada y se definieron los valores que las variables de los nodos pueden tomar,
se modificaron las funciones l6gicas existentes para coincidir con la nueva dinamica
de los modelos, y se redactaron nuevas funciones logicas para los componentes
agregados. Estas funciones légicas definen los parametros en los que los cambios

en las variables pueden ocurrir. Las reglas logicas se redactaron usando los
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simbolos {&, |, !}, para representar los operadores {AND, OR, NOT},
respectivamente. Cabe mencionar que las reglas légicas no solo se dedujeron del
gréfico regulatorio, también se uso la informacién disponible en la bibliografia, de lo

contrario existirian resultados sin relevancia biologica.

Una vez que el modelo del metabolismo de los linfocitos T CD4* y el modelo de las
vias de activacion de los linfocitos T CD4" fueron actualizados satisfactoriamente,
estos se unieron por medio de la fusiébn de nodos en comun entre los dos modelos
y la modificacion de las funciones logicas de estos nodos fusionados. Este proceso
se realizO con ayuda del programa GINsim [(v3.0), (Naldi et al., 2018)

(http://ginsim.org/)].

Es importante mencionar que, durante la modificacion y actualizacién del modelo,
constantemente se calcularon los estados estables que este podia producir, para
asegurarse que la dinamica del modelo correspondiera con la reportada en la
bibliografia, de lo contrario el modelo era corregido y se volvian a calcular los

estados estables.

5.2.Reduccion del modelo
Una vez que la dindmica del modelo de la influencia del metabolismo en la
activacion de los linfocitos T CD4* integraba la informacion disponible y la dinamica
de este fue la adecuada, el modelo fue reducido y discretizado. La reduccion y el a

abordamiento booleano del modelo nos permite trabajar con herramientas
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probabilisticas, estas herramientas nos permiten observar la probabilidad de que el
modelo adquieran un estado a lo largo de una transicion de eventos que pueden

interpretarse como tiempo.

La reducciéon del modelo se realizd eliminando nodos que no tenian
retroalimentacion, no eran indispensables para la dinamica del modelo y/o no eran
de interés para el trabajo. Cabe mencionar que cada vez que se realizaba una
reduccion se verificaba que los estados estables que la reduccién producia fueran
los mismos que los que produce la versién completa del modelo, de lo contrario la
reduccion se corregia. El modelo reducido fue discretizado a un modelo 100%
booleano, esto de logro reduciendo los valores que los nodos multivalor podian
tomar a solo 0 y 1, donde el valor 1 ahora representa el valor maximo que el nodo
multivalor podia tomar y el valor O representa los valores por debajo del maximo del
nodo multivalor. Pero en algunos casos, para poder abordar el modelo con un
enfoque booleano, los nodos multivalor se separaron en nodos que representan los
diferentes niveles que el nodo multivalor podia tomar. La reduccion y el

abordamiento booleano del modelo se realiz6 con ayuda del programa GINsim

[(v3.0), (Naldi et al., 2018) (http://ginsim.org/)].

5.3.Analisis del modelo
Como se mencion0 anteriormente, a lo largo de la construccion del modelo se

realizaron célculos de estados estables (atractores) para verificar la dinamica de
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este, pero ademas de estos calculos, se realizaron analisis de estados estables
junto con las perturbaciones knockouts y knockins necesarias para comprobar que
el modelo puede recrear las caracteristicas de los linfocitos T CD4* virgen y activos
reportadas en la biobibliografia. El calculo de los estados estables con las
perturbaciones knockouts y knockins se realizaron con ayuda del programa GINsim

[(v3.0), (Naldi et al., 2018) (http://ginsim.org/)].

Adicionalmente, la reduccién del modelo nos permitié trabajar con herramientas
probabilisticas con las que podemos realizar simulaciones estocasticas,
permitiéndonos saber como el sistema que representa nuestro modelo podria
comportarse a lo largo de una serie de eventos que pueden interpretarse como un
progreso a lo largo del tiempo. Al igual que el calculo de los estados estables, este
analisis probabilistico se complementd con perturbaciones knockouts y knockins
para verificar que el comportamiento del modelo coincidia con lo reportado en la
bibliografia. El analisis probabilistico se realiz6 con la herramienta estocastica
basada en procesos de Markob de tiempo ocntinuo MaBoSS [(v2.0), (Stoll et al.,

2012), (https://maboss.curie.fr/)], con ayuda del cuaderno interactivo CoLoMoTo

[(v2022-10-01), (Levy et al., 2018), (https://colomoto.qgithub.io/colomoto-docker/)].

La validacion del funcionamiento del modelo se verifico mediante la evaluacion de
los estados estables y su comparacion con la respuesta de activacion de los

linfocitos T CD4* de adultos.
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5.4.Analisis del estado neonatal
Una vez que se comprobd que el modelo podia recrear lo reportado en la
bibliografia, que representa el comportamiento de un linfocito T CD4* de adulto, se
volvieron a realizar simulaciones estocasticas y calculo de estados estables junto
con perturbaciones knockins para representar el escenario de un linfocito T CD4*
neonatal. Gracias a las contribuciones anteriores del grupo de trabajo del
laboratorio, sabemos que los linfocitos T de neonatos tienen una mayor expresion
de genes de vias metabdlicas como la glucdlisis y la glutamindlisis, en comparacion
con los linfocitos T de adultos, ademas de una mayor produccion de especies
reactivas de oxigeno (ROS) y, adicionalmente, nosotros teorizamos que los
neonatos producen una mayor cantidad de lactato que los adultos. Para lograr
replicar estas caracteristicas en nuestro modelo, se realizaron perturbaciones
knockins para que los nodos que representan componentes relacionados con el
escenario neonatal previamente descrito, como las enzimas e intermediarios de la
via glucolitica y la glutamindlisis, tuvieran su mayor nivel posible. Esto nos permitio
observar las consecuencias que tienen estas caracteristicas en la activacion de los

linfocitos T CD4* neonatales.

5.5.Anéalisis estructural
Por ultimo, para obtener un mayor entendimiento de los componentes del sistema
e identificar los nodo méas sensibles de la red, se realizé un analisis estructural de la

red regulatoria del modelo con ayuda del programa Gephi [(v0.9.7), (Bastian et al.,
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2009) (https://gephi.org/)]. Para realizar el analisis primero se realizo la exportacion

del modelo a un formato compatible con el programa Gephi. Posteriormente se uso
la funcion de analisis estadisticos para el calculo de caracteristicas estructurales de
los nodos del modelo. Entre las caracteristicas que se calcularon se encuentra el
grado (k) de cada nodo, que nos indica el numero total de vectores que estan
asociados a un nodo, ya sea que representen interacciones positivas 0 negativas
gue salen del nodo o que convergen en este. También se calculo el coeficiente de

agrupamiento (Ca), que nos indica que tan densamente estd conectado un nodo al

l
k(k-1)

modelo. El coeficiente de agrupamiento (Ca) se calcula con la ecuacién Ca =

, en la que se divide el nimero de vectores que un nodo tiene entre sus nodos
vecinos (1) entre el numero de enlaces posibles entre los nodos vecinos (k (k — 1)).
Después de obtener los datos estructurales del modelo, se escogieron nodos que
posiblemente pudieran servir como blancos para potenciar la respuesta inmune de
los linfocitos T CD4* neonatales, y se volvieron a realizar simulaciones estocasticas
y calculos de estados estables junto con perturbaciones knockouts y knockins para
observar como estos nodos propuestos afectan la activacion de los linfocitos T

CD4".
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6. RESULTADOS

6.1.Construccion del modelo
La version final del modelo de la influencia del metabolismo en la activacion de los
linfocitos T CD4* estd compuesto por 212 nodos [Figura 14], de los cuales 156 nodos
son booleanos, osea que estos nodos pueden tener solo 1 de 2 valores (0y 1), y 56
nodos son nodos multivalor de los cuales la mayoria puede tener 1 de 3 valores (0,
1y 2), pero algunos pueden tener 1 de hasta 4 valores (0, 1, 2 y 3). Las interacciones
entre los nodos del modelo estan representadas por 394 vectores, los cuales
representan interacciones positivas y/o negativas [Figura 14]. Los componentes del
sistema estan asociados a 239 reglas l6gicas que describen como se comportaran
los componentes en una transicion de eventos partiendo de un estado inicial. La
version final del modelo cuenta con nodos de entrada de color verde, que
representan componentes que inician las vias de sefalizacion y metabdlicas, como
la sefializacion del TCR y el CD28 o nutrientes como la glucosa y los acidos grasos
[Figura 14]. También contiene vias de activacion de factores transcripcionales
resaltados con color amarillo, los cuales son importantes para la activacion de los
linfocitos T CD4*, como NF-kB, AP-1 y NFAT (Nuclear Factor of Activated T cells)
[Figura 14]. Ademas, contiene vias de sefalizacion que conectan la activacion de
los linfocitos T con su metabolismo, como la via PISK/AK/mTOR que induce la
reprogramacion metabdlica y es activado por la sefalizacion del TCR y el CD28

[Figura 14]. El modelo contiene vias metabolicas completas como la glucolisis y el
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ciclo del acido tricarboxilico (o ciclo de Krebs) [Figura 14], junto con nodos que
representan procesos metabdlicos del catabolismo (como la oxidacion de acidos
grasos Y la glutamindlisis) resaltados de color rosa [Figura 14]. El anabolismo (como
la sintesis de nucleotidos y acidos grasos) esta resaltado de color azul y el
anfibolismo (como la via de las pentosas fosfato) de color morado [Figura 14].
Ademas, los nodos de fenotipo estan mostrados de color gris, que representan
conceptos mas abstractos, como la secrecion de citocinas, el nivel de activacion de

la glucdlisis aerobia o el ciclo celular [Figura 14].

0]
0
!

I

;-
L

—0 @L Q-0-0—0

0

= e
= =

(=)

Figura 14. Modelo de la influencia del metabolismo en la activacion de los linfocitos
T CD4*: En esta imagen se muestra la version final del modelo que esta formado
por 212 nodos (156 nodos booleanos y 56 nodos multivalor) que estan unidos entre
si por 394 vectores que representan interacciones positivas y/o negativas entre
estos. El modelo tiene 7 nodos de entrada de color verde, 5 nodos que representan
componentes del catabolismo de color rosa, 2 nodos que representan componentes
del anabolismo de color azul, 1 nodo que representa componentes del anfibolismo
de color morado, 8 nodos que representan factores de transcripcion de color
amarillo, 9 nodos de salida o de fenotipo de color gris y 180 nodos intermedios de
color blanco que representan vias de sefalizacion, vias metabdlicas, proteinas,
intermediarios, etc.
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Para confirmar que nuestro modelo puede producir estados estables de interés se
calcularon los estados estables que el modelo puede arrojar sin ninguna
perturbacion. Al realizar el calculo el modelo produce 4 estados estables: El primer
estado (E1) representa dos estados iguales en los que la Unica diferencia entre
estos es la presencia o ausencia de la sefial coestimuladora del CD28. En este
estado la ausencia de la sefial del TCR impide que la célula realice la
reprogramacion metabdlica a un programa glucolitico y anabdlico. Por lo mismo no
ocurre la entrada al ciclo celular, permaneciendo como un programa catabdlico
oxidativo donde los nutrientes se destinan a la sintesis de ATP, y tampoco se
desencadenan las actividades efectoras del linfocito T CD4*, como la secrecion de
citocinas. Este estado sin actividad efectora, ademas de poca actividad biosintética
y bioenergética, puede asociarse con una célula T CD4* virgen (Naive T cell) [Figura
15], con poca demanda energéticas y actividad transcripcional. En el segundo
estado (E2), la sefial del TCR junto con la ausencia de la sefial coestimuladora del
CD28 causa la anergia de la célula (Anergic T cell) [Figura 15], sin cambios en el
metabolismo o en las funciones efectoras. En el tercer estado (E3), la presencia de
la sefal del TCR y la sefial coestimuladora del CD28 desencadenan las funciones
efectoras del linfocito T, como la secrecién de citocinas proinflamatorias y
antinflamatorias. Sin embargo, no se observa la reprogramacion del metabolismo a
un metabolismo glucolitico y anabdlico, por lo que tampoco se entra al ciclo celular

para realizar la division clonal. Esto indicaria que este estado estable representa
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una célula con pocas demandas energéticas y biosintéticas, por lo que este estado
se asocia con una célula T de memoria (Memory T cell) [Figura 15], con poca
actividad efectora y proliferativa. En el cuarto estado (E4), la activacion de la sefial
del TCR y la sefal coestimuladora del CD28 desencadenan las funciones efectoras
junto con la reprogramacion metabdlica a un programa altamente glucolitico en un
fendmeno conocido como el efecto Warburg, y este aumento en la tasa metabdlica
de vias como la glucdlisis y la glutamindlisis permite un cambio a un programa
anabdlico para la sintesis de biomoléculas, como nucleétidos y acidos grasos,
promoviendo la entrada al ciclo celular y la division clonal, lo que significa que esta
célula tiene grandes demandas energéticas y biosintéticas. Ademas, también
permite un aumento en la sintesis de ATP a través de la fosforilacion oxidativa. Por

lo tanto, este estado se relaciona con célula T CD4* efectora (Effector T cell) [Figura

15].
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Figura 15. Estados estables del modelo WT: En esta imagen se muestran los estados

estables que se obtienen con el modelo sin ninguna perturbacién (knockouts o

knockins): El estado E1 se relaciona con una célula T virgen que puede tener o no

la ausencia de la sefal del CD28 (*). El estado E2 se relaciona con una célula T
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anérgica que recibe la sefial del TCR, pero no la del CD28. El estado E3 representa
una célula con funciones efectoras que no tiene gran demanda energética, la cual
asociamos con una célula T de memoria. El estado E4 se asocia con una célula T
efectora, con actividad efectora y grandes demandas energéticas y biosintéticas.

6.2.Reduccion del modelo

Una vez se obtuvo el modelo completo este fue reducido y boolenaizado, para poder
usar herramientas probabilisticas adicionales. Después de la conversion del modelo
a uno booleano, en los nodos que antes eran multivalor, ahora el valor maximo que
estos podian tener esté representado por el valor 1 y el valor por debajo del maximo
es representado por el valor 0, a excepcion de los nodos que representan los niveles
de lactato, ROS y la oxidacion de &cidos grasos, en estos casos, los nodos
multivalor se separaron en varios nodos booleanos que representan sus diferentes
niveles de activacion.

Después de la reduccion y la conversion del modelo a uno booleano, se obtuvo un
modelo con 64 nodos booleanos, cuyas interacciones estan representados por 156
vectores [Figura 16]. Los componentes de esta version del modelo estan asociados
a 62 reglas ldgicas, que describen el comportamiento del modelo a través de una
transicion de eventos. La version reducida del modelo, al igual que la version
completa, cuenta con nodos de entrada de color verde, que representan
componentes que inician las vias de sefializacion y metabdlicas, como la
sefalizacion del TCR y el CD28 o nutrientes como la glucosa y los acidos grasos

[Figura 16]. La version reducida del modelo conserva componentes importantes
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para las vias de sefalizacion por debajo del TCR y el CD28 como LCK (Lymphocyte-
specific protein tyrosine kinase), ZAP-70 (zeta-chain associated protein 70) y LAT
(Linker for Activation of T cells) [Figura 16]. Ademas, conserva la mayoria de los
factores transcripciones de la version completa del modelo, como NF-kB, NFAT y
AP-1 [Figura 16], los cuales estan resaltados de color amarillo. La reduccion también
contiene vias de sefializacién que conectan la activacion de los linfocitos T con su
metabolismo, como la via PI3K/Akt/mTOR que induce la reprogramacion metabdlica
y es activado por la sefializacion del TCR y el CD28 [Figura 16]. La versién reducida
del modelo conservo componentes de vias metabdlicas que se conectan con otras
vias, ya sea del metabolismo o la activacion de los linfocitos T, como el citrato del
ciclo de Krebs, que puede integrarse a la sintesis de acidos grasos [Figura 16]. La
reduccion conserva nodos que representan procesos metabdlicos del catabolismo
(como la oxidacion de acidos grasos y la glutamindlisis) resaltados de color rosa
[Figura 16]. El anabolismo (como la sintesis de nucleétidos y acidos grasos) esta
resaltado de color azul y el anfibolismo (como la via de las pentosas fosfato) de
color morado [Figura 16]. Ademéas, el modelo reducido conserva la mayoria de los
nodos de fenotipo estan mostrados de color gris, que representan conceptos mas
abstractos, como la secrecion de citocinas, el nivel de activacion de la glucolisis

aerobia o el ciclo celular [Figura 16].
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Figura 16. Modelo de la influencia del metabolismo en la activacion de los linfocitos
T CD4+ reducido y discretizado: En esta imagen se muestra la version final del
modelo reducido y convertido a un modelo booleano. Esta version cuenta con 64
nodos booleanos unidos ente si por 156 vectores que representan interacciones
positivas 0 negativas. La reduccion del modelo cuenta con 7 nodos de entrada de
color verde, 3 nodos que representan componentes del catabolismo de color rosa,
1 nodos que representan componentes del anabolismo de color azul, 1 nodo que
representa componentes del anfibolismo de color morado, 7 nodos que representan
factores de transcripcion de color amarillo, 8 nodos de salida o de fenotipo de color
gris y 37 nodos intermedios de color blanco que representan vias de sefalizacion,
vias metabdlicas, proteinas, intermediarios, etc.

Para confirmar que nuestro modelo reducido y discretizado puede producir los
mismos estados estables que la versién completa del modelo, se realizé el calculo
de los estados estables que la reduccion puede arrojar sin ninguna perturbacion. Al
realizar el calculo, el modelo reducido produce 4 estados estables al igual que la
version completa: El primer estado (E1), representa dos estados estables en los que
la Unica diferencia entre estos es la presencia o ausencia de la sefial coestimuladora
del CD28. En este estado, la ausencia de la sefial del TCR no permite la activacion
de las funciones efectoras de los linfocitos T ni promueve la reprogramacion
metabdlica, permaneciendo como un programa oxidativo. Por estas caracteristicas,

al igual que en el modelo completo, este estado estable puede relacionarse con una
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célula T virgen (Naive T cell) [Figura 17]. En el segundo estado (E2), la presencia
de la sefal del TCR junto con la ausencia de la sefal coestimuladora del
CD28.causa la anergia de la célula, sin cambios en las funciones efectoras o en el
metabolismo oxidativo. Este estado al igual que el segundo estado del modelo
completo equivale a una célula T anérgica (Anergic T cell) [Figura 17]. En el tercer
estado estable (E3), la seflal del TCR y la sefal estimuladora del CD28
desencadena funciones efectoras de los linfocitos T, como la secrecion de citocinas.
Sin embargo, al igual que en el modelo completo, en este estado estable no se
observa la reprogramacion metabolica, por lo que este estado también puede
relacionarse con una célula T de memoria (Memory T cell) [Figura 17]. En el caso
del cuarto estado estable (E4), al igual que en el modelo completo, se aprecia la
presencia de la sefial del TCR junto con la sefial coestimuladora del CD28, lo que
desencadena las funciones efectoras del linfocito T junto con la reprogramaciéon
metabdlica. En este estado el aumento en la tasa metabdlica permite el cambio a
un programa metabalico anabdlico que permite la entrada al ciclo celular y la division
clonal, junto con un aumento en la sintesis de ATP atreves de la fosforilacion
oxidativa. Al igual que en el modelo completo, este estado E4 puede relacionarse

con una célula T CD4* efectora (Effector T cell) [Figura 17].
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Figura 17. Estados estables del modelo reducido y discretizado WT: En esta imagen
se muestran los estados estables que se obtienen con el modelo reducido y
discretizado sin ninguna perturbacion (knockouts o knockins). El estado E1 se
relaciona con una célula T virgen que puede tener o no la ausencia de la sefal del
CD28 (*). El estado E2 se relaciona con una célula T anérgica que revive la sefial
del TCR, pero no la del CD28. El estado E3 representa una célula con funciones
efectoras que no tiene gran demanda energética, la cual asociamos con una célula
T de memoria. El estado E4 se asocia con una célula T efectora, con actividad
efectora y grandes demandas energéticas y biosintéticas.

6.3.Analisis del modelo

Una vez que se comprob6 que la dinamica del modelo completo y su versién
reducida era la adecuada, se realizaron analisis estocasticos y calculos de estados
estables junto con perturbaciones knockouts y knockins para verificar que, durante
la activacion y otros escenarios, como en la ausencia de sefiales estimuladoras y
coestimuladoras durante la activacion, la dinAmica del modelo coincide con lo
reportada en la bibliografia y no arroje estados extrafios o biol6gicamente
incorrectos.

Al calcular los estados estables del modelo con una perturbacion knockout en el
nodo del TCR impidiendo la activacion de esta sefial, nuestro modelo arroja un
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estado estable E1, que representa dos estados en los que la Unica diferencia es la
ausencia o presencia de la sefial coestimuladora del CD28. Como era de esperarse,
en este estado con la ausencia de la sefal del TCR no se activan las vias de
sefalizacion para la activacion de las funciones efectoras y no se realiza la
reprogramacion metabdlica, permaneciendo con las caracteristicas de una célula T
virgen [Figura 18], lo cual coincide con lo reportado en la bibliografia.
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Figura 18. Estados estables del modelo TCR KO: En esta imagen se muestra el
estado estable que el modelo arroja cuando este tiene una perturbacion knockout
gue no permite que ocurra la seial del TCR, el modelo arroja un estado E1 que
representa dos estados estables en los que la Unica diferencia es la ausencia o
presencia de la sefal estimuladora del CD28 (*), este estado estable se relaciona

con una ceélula T virgen.

Al realizar simulaciones estocasticas de nuestro modelo con una perturbacion
knockout que impide la activacion del TCR, las trayectorias de probabilidad de
nodos a lo largo de 30 unidades te tiempo nos muestran un rapido aumento en la
probabilidad de que la célula tenga un alto nivel de oxidacion de acidos grasos a lo
largo del tiempo (FAO_b2) [Figura 19-A)], lo que significa un estado metabdlico muy

oxidativo. Las trayectorias de probabilidad de estados a lo largo de 30 unidades de
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tiempo muestran que la probabilidad de tener un estado oxidativo sin funciones
efectoras (FAO_b2) se eleva rapidamente sobre los demas estados y permanece
elevado a lo largo del tiempo [Figura 19-B)]. Por ultimo, la distribucion final de
estados nos indica que hay un 100% de probabilidad de que la célula T en ausencia
de la sefalizacion del TCR tenga un programa metabdlico oxidativo sin funciones
efectoras (FAO_b2) [Figura 19-C)]. En conjunto, estos resultados de la simulaciéon
estocastica en ausencia de la sefial del TCR, pueden relacionarse con los linfocitos
T virgenes, lo cual coincide con lo reporta en la bibliografia y con los resultados
obtenidos con el calculo de estados estables bajo estas mismas condiciones de

ausencia de la sefal del TCR [Figura 18].
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Figura 19. Trayectoria de probabilidad de nodos y estados y distribucion final de
estados del modelo TCR KO: En esta imagen en el inciso A) se muestran las
trayectorias de probabilidad de nodos, en la que se observa una mayor probabilidad
de tener altos niveles de oxidacion de acidos grasos a lo largo del tiempo. En el
inciso B) se muestran las trayectorias de probabilidad de estados en las que se
observa un rapido aumento en la probabilidad de tener un estado metabdlico
oxidativo. En el inciso C) se muestra la distribucion final de estados, en la que se
observa un 100% de probabilidad de adquirir un estado que se relaciona con los
linfocitos T virgenes.

Cuando calculamos los estados estables que arroja nuestro modelo con una
perturbacién knockout en el nodo que representa la activacion de la sefal
coestimuladora del CD28 impidiendo su activacién, el modelo genera dos estados
estables. En el primer estado E1, la ausencia de las sefiales del CD28 y el TCR, no
causa la activacion de las funciones efectoras ni la reprogramacion metabdlica, asi
que la célula permanece como como una célula T CD4* virgen. En el estado E2 la
presencia de la sefial del TCR pero la ausencia de la sefial del CD28 causan la
entrada de la célula a un estado anérgico, en el que no ocurren las funciones
efectoras ni la reprogramacion metabdlica, lo cual, corresponde con lo reportado en

la bibliografia.
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Figura 20. Estados estables del modelo CD28 KO: En esta imagen se muestran los
estados estables que el modelo arroja cuando este tiene una perturbacion knockout
gue no permite que ocurra la sefial coestimuladora del CD28, el modelo arroja dos
estados estables, el estado E1 se relaciona con una célula T virgen, mientras que
el estado E2 se relaciona con una célula T anérgica.

Al realizar simulaciones estocésticas de nuestro modelo con una perturbacién
knockout que impide la activacion de la sefial coestimuladora del CD28, las
trayectorias de probabilidad de nodos a lo largo de 30 unidades te tiempo nos
muestran un rapido aumento en la probabilidad de un alto nivel de oxidacion de
acidos grasos a lo largo del tiempo (FAO_b2) seguido por un posterior aumento en
la probabilidad de la célula entre a un estado de anergia (Anergy) [Figura 21-A)], lo
cual indica que la célula adquiere un estado anérgico con un estado metabdlico muy
oxidativo. Las trayectorias de probabilidad de estados a lo largo de 30 unidades de
tiempo muestran un aumento en la probabilidad de tener un estado metabdlico
oxidativo sin funciones efectoras (FAO_b2) que luego decae [Figura 21-B)], pero la
probabilidad de adquirir este estado no llega a 0, cuando la probabilidad de FAO_b2
decae, la probabilidad de adquirir un estado anérgico con un programa metabdlico
oxidativo (Anergy--FAO_b2) aumenta y permanece asi a lo largo del tiempo [Figura
21-B)]. Por ultimo, la distribucion final de estados nos indica que hay un 90.2% de
probabilidad de que la célula T entre a anergia con un programa metabdlico
oxidativo sin funciones efectoras (Anergy--FAO_b2) [Figura 21-C)] y un 9.8% de
probabilidad de que la célula tenga un estado metabdlico oxidativo sin funciones

efectoras (FAO_b2) [Figura 21-C)]. En conjunto, estos resultados nos indican que
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en ausencia de la sefial coestumuladora del CD28, es mas probable que el linfocito
T entren en anergia con un programa metabdlico oxidativo que permanezca en su
estado virgen con el mismo programa metabolico oxidativo, lo cual coincide con lo

reporta en la bibliografia.
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Figura 21. Trayectoria de probabilidad de nodos y estados y distribucion final de
estados del modelo CD28 KO: En esta imagen en el inciso A) se muestran las
trayectorias de probabilidad de nodos, en la que se observa una mayor probabilidad
de tener estado anérgico con un altos niveles de oxidacion de acidos grasos a lo
largo del tiempo. En el inciso B) se muestran las trayectorias de probabilidad de
estados en las que se observa una mayor probabilidad de adquirir un estado
enérgico con un programa metabdlico oxidativo. En el inciso C) se muestra la
distribucion final de estados, en la que se observa un 90.2% de probabilidad de
adquirir un estado anérgico con un programa metabdlico oxidativo y un 9.8% de

57



probabilidad de que adquiera un programa metabdlico oxidativo sin funciones
efectoras.

Cuando se realiza una perturbacién knockin en la que se mantienen encendidos los
nodos que representan la sefal del TCR y la sefial coestimuladora del CD28, en
este escenario el modelo arroja dos estados estables. En el estado E1 la sefial del
TCRy el CD28 desencadenan las funciones efectoras como la sintesis de citocinas,
peor no ocurre la reprogramacién metabdlica a un programa anabdlico, por lo que
tampoco ocurre la entrada al ciclo celular, este estado en el que hay actividad
efectora en un programa metabdlico oxidativo y sin divisién clonal, coincide con las
caracteristicas de una célula T de memoria reportadas en la bibliografia. En el
estado E2, la sefal del TCR y la sefial coestimuladora del CD28 desencadenan la
reprogramacion metabdlica al programa glucolitico anabdlico permitiendo la entrada
al ciclo celular, este estado con grandes demandas energéticas y biosintéticas junto
con actividades efectoras coincide con lo reportado en la bibliografia y bases de

datos para las células T efectoras.
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Figura 22. Estados estables del modelo TCR y CD28 KI: En esta imagen se muestran
los estados estables que el modelo arroja cuando este tiene una perturbacion
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knockin que mantiene encendida la sefial del TCR y la sefal coestimuladora del
CD28. El modelo arroja dos estados estables, el estado E1 se relaciona con una
célula T de memoria, mientras que el estado E2 se relaciona con una célula T
efectoras.

Al realizar simulaciones estocasticas de los estados que produce nuestro modelo
con una perturbacion knockin que mantienen encendida la activacion de la sefial del
TCR y la sefial coestimuladora del CD28, las trayectorias de probabilidad de nodos
a lo largo de 30 unidades te tiempo nos muestran un aumento en la probabilidad de
adquirir funciones efectoras como la sintesis de citosinas proinflamatorias
(PICytokines) y antinflamatorias (AlCytokines) [Figura 23-A)], también muestra un
rapido aumento en la probabilidad de adquirir un bajo nivel de oxidacion de acidos
grasos (FAO_b1) que luego decae [Figura 23-A)], después vemos un aumento en
la probabilidad de tener altos niveles de oxidacién de &cidos grasos (FAO_b2)
[Figura 23-A)], esto indica una disminucién en los niveles oxidativos para un
posterior aumento de estos, junto con las funciones efectoras. Las trayectorias de
probabilidad de estados a lo largo de 30 unidades de tiempo muestran como la
probabilidad de adquirir un estado con poca actividad oxidativa que asociamos con
la reprogramacion metabdlica (FAO_b1) se eleva rapidamente para luego disminuir
igual de rapido [Figura 23-B)], ademas, podemos observar que mientras
probabilidad de adquirir el estado de la reprogramacién metabdlica disminuye, la
probabilidad de adquirir un estado altamente oxidativo con funciones efectoras

(PICytokines--AlCytokines--FAO_b2) asociado a los linfocitos T de memoria se

59



eleva [Figura 23-B)]. Por ultimo, la distribucion final de estados nos indica que hay
un 100% de probabilidad que el linfocito T adquiera el estado que relacionamos con
un linfocito T de memoria (PICytokines--AlCytokines--FAO_b2) [Figura 23-C)]. En
conjunto, estos resultados indican que, en nuestro modelo, los estados de los
linfocitos T activos y de memoria son regulatorios entre si, por lo que estos no
pueden existen al mismo tiempo. Y esto explicaria por que, en las trayectorias de
probabilidad de estados, los linfocitos T activos aparecen como un pico rapido, que
representaria la reprogramacion metabdlica, seguido de un aumento de los
linfocitos T de memoria, que representaria el fin de una infeccién, en el que los

linfocitos son de memoria, lo cual, coincide con lo reportado en la bibliografia.
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Figura 23. Trayectoria de probabilidad de nodos y estados y distribuciéon final de
estados del modelo TCR y CD28 KI: En esta imagen en el inciso A) se muestran las
trayectorias de probabilidad de nodos, en la que se observa un cambio entre un
estado metabdlico poco oxidativo a uno muy oxidativo junto con un aumento en las
funciones efectoras. En el inciso B) se muestran las trayectorias de probabilidad de
estados en las que se observa un cambio rapido entre el estado que representa la
reprogramacion metabdlica y el estado que representa a los linfocitos T de memoria.
En el inciso C) se muestra la distribucion final de estados, en la que se observa un
100% de probabilidad de adquirir el linfocito T de memoria.

6.4.Anédlisis del estado neonatal

Una vez que se comprobd que el modelo puede recrear las caracteristicas de los
linfocitos T CD4* en diferentes escenarios a lo largo de su vida, se realizaron
perturbaciones knockin para que nuestro modelo adquiera las caracteristicas de los
linfocitos T CD4* neonatales. Gracias a trabajos anteriores del laboratorio (Calanis,
2021; Sanchez-Villanueva et al., 2019), sabemos que los linfocitos T de neonatos
tienen una mayor actividad de vias metabdlicas como la glucdlisis y la glutamindlisis
en comparacion con los linfocitos T CD4* de adultos, ademas de una mayor
produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS), y adicionalmente nosotros
teorizamos que los neonatos tiene una mayor cantidad de lactato que los adultos.
Para replicar estas caracteristicas se realizaron perturbaciones knockin para que
los nodos que representan componentes relacionados con el escenario neonatal,
como las enzimas e intermediarios de la via glucolitica y la glutamindlisis, tuvieran
su mayor nivel posible.

Al analizar los estados estables que nuestro modelo puede producir con las

perturbaciones Kl de las caracteristicas neonatales, nuestro modelo arroja tres
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estados estables, entre los cuales, la Unica diferencia es la ausencia o presencia de
las sefnales del TCR y/o del CD28. El primer estado E1 representa dos estados en
los que la Unica diferencia es la presencia o ausencia de la sefal coestimuladora
del CD28, en este estado la ausencia de la sefial del TCR no activa las vias de
sefalizacion para la activacion de las actividades efectoras, sin embargo, la sobre
activacion de las vias metabdlicas permite la sintesis de algunas biomoléculas como
los nucledtidos, esta sintesis de biomoléculas junto con los alto nivel de actividad
de las vias glucolitica y de la glutamindlisis, que permiten tener altos niveles de ATP,
parecen permitir una entrada al ciclo celular prematura. Adicionalmente, las
caracteristicas neonatales impiden la oxidacion de acidos grasos. En el estado E2,
aungue se observa la presencia de la sefial del TCR con la ausencia de la sefial
coestimuladora del CD28, sin embargo el estado estable no muestra la entrada de
la célula T a un estado anérgico, esto puede ser causado por los altos niveles de
productos metabdlicos con actividad inmunoreguladora, como en el caso de las
ROS, que pueden afectar el funcionamiento de la proteina adaptadora LAT (Linker
for the activation of T cells), la cual es importante para la sefializacion por debajo
del TCR. En el estado E3, se observa la presencia de la sefial del TCR junto con la
sefal coestimuladora del CD28, sin embargo, no observamos la activacién de las
funciones efectoras como la secrecion de citocinas, al igual que en el estado
anterior, esto puede ser causado por los altos niveles de los productos metabdlicos

con actividad inmunoreguladora que afectan la sefalizacion por debajo del TCR y
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el CD28, y al igual que en los estados anteriores, el programa metabdlico altamente
glucolitico y el aumento en vias metabdlicas como la glutaminélisis sostienen los
altos niveles de ATP y la alta tasa metabdlica permite la sintesis de algunas

biomoléculas como los nucleétidos, lo cual parece sostener la proliferacién de los

linfocitos T CD4" activos.
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Figura 24. Estados estables del modelo con las caracteristicas de los linfocitos T
CD4+ neonatales: En esta imagen se muestran los estados estables que produce
el modelo cuando se realizaron perturbaciones knockin para que los nodos
relacionados con la glucdlisis, la glutaminidlisis, las ROS vy el lactato tuvieran su
mayor nivel posible, para que nuestro modelo adquiera las caracteristicas de los
linfocitos T CD4* neonatales. El modelo arroja tres estados estables, el estado E1
representa dos estados estables en los que la Unica diferencia es la ausencia o
presencia de la sefial del CD28 (*). El estado E2 representa una célula que recibe
la sefial del TCR, pero no la del CD28. El estado E3 representa una célula que
recibe la sefal del TCR y del CD28. Los tres estados tienen una alta tasa
metabalica, o que sostiene los altos niveles de ATP y permite la sintesis de algunas
biomoléculas, lo cual parece sostener la proliferacion.

Al realizar simulaciones estocasticas del modelo con las caracteristicas de los
linfocitos T CD4* neonatales, las trayectorias de probabilidad de nodos a lo largo de

30 unidades te tiempo muestra un rapido aumento en las vias de la glucolisis
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(AeroGlycolisis), la glutaminolisis (Glutaminase) y en el ciclo celular (CellCycleProg)
[Figura 25-A)], lo cual indica una alta tasa metabdlica que permite y sostiene el
progreso al ciclo celular. Las trayectorias de probabilidad de estados a lo largo de
30 unidades de tiempo muestran que la probabilidad de adquirir un estado sin
actividades efectoras y con alta actividad de las vias metabdlicas (CellCycleProg--
Glutaminase--AeroGlycolisis), se eleva rapidamente sobre los demas estados
[Figura 25-B)]. Por ultimo, la distribucion final de estados nos indica que hay un
100% de probabilidad que la célula T CD4* neonatales adquiera un estado en el
gue la célula no tiene actividades efectoras, pero tienen una alta actividad de las

vias metabdlicas (CellCycleProg--Glutaminase--AeroGlycolisis) [Figura 25-C)].
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Figura 25. Trayectoria de probabilidad de nodos y estados y distribuciéon final de
estados del modelo con caracteristicas neonatal: En esta imagen en el inciso A) se
muestran las trayectorias de probabilidad de nodos, en la que se observa un
aumento en la tasa metabdlica y un progreso al ciclo celular. En el inciso B) se
muestran las trayectorias de probabilidad de estados en las que se observa un
rapido aumento en un estado con alta tasa metabdlica y progreso al ciclo celular.
En el inciso C) se muestra la distribucién final de estados, en la que se observa un
100% de probabilidad que la célula T neonatal adquirir un estado sin funciones
efectoras, pero con una alta actividad metabdlica de la glucdlisis y la glutamindlisis,
lo cual favorece al entrada al ciclo celular.

6.5.Analisis estructural

Una vez que se calcularon lo estados estables que el modelo podia producir con las
caracteristicas de los neonatos, se calcularon las caracteristicas estructurales
(Grado y Clase de modularidad) de los 212 nodos que conforman nuestro modelo
para poder tener un mejor entendimiento de la influencia que tiene cada uno de los
nodos sobre el modelo y poder proponer nodos para potenciar la respuesta inmune
neonatal.

Después de realizar el andlisis estructural, los datos se filtraron para obtener una
tabla con los 20 nodos relacionados con el metabolismo con mayor grado, los cuales

son los nodos méas conectados con los demas componentes del sistema.
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Tabla 1. Tabla del analisis estructural: En esta tabla se muestran los 20 nodos
relacionados con el metabolismo con mayor grado.

Una vez se obtuvieron los 20 nodos relacionados con el metabolismo mas
conectados al modelo, se escogieron los nodos que representan los niveles de ROS
y Lactato como posibles objetivos para mejorar la respuesta inmune de los linfocitos
T CD4* neonatales, y se realizaron perturbaciones knockin para que los nodos del
Lactato y las ROS tuvieran un nivel parecido a lo que se espera encontrar en un

linfocito T CD4* de un adulto.
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Cuando calculamos los estados estables que el modelo con las caracteristicas
neonatales puede producir cuando se realiza una perturbacion knockin para que el
lactato y las ROS tengan niveles similares a los de los adultos, el modelo produce
cuatro estados estables. El estado estable E1 representa dos estados estables en
los que la Unica diferencia es la ausencia o presencia de la sefial coestimuladora
del CD28, en este estado la reduccion del lactato y las ROS parece permitir la
oxidacion de &cidos grasos que no ocurria cuando el modelo tenia las
caracteristicas de los neonatos, y la ausencia de la sefial de TCR no desencadena
la activacion de las funciones efectoras pero la alta actividad de la via de la glucélisis
y la glutamindlisi parece ser suficiente para la sintesis de ATP y biomoléculas como
los nucledtidos, permitiendo el progreso al ciclo celular. En el estado E2 la reduccién
en los productos metabdlicos inmunoreguladores, osea el lactato y las ROS,
permitié la respuesta correcta de las vias de sefializacion por debajo del TCR, lo
gque causa que la presencia de la sefial del TCR junto con la ausencia de la sefial
costimuladora del CD28 provoque la entrada de la célula a un estado anérgico,
aunque la alta tasa metabdlica parece permitir la sintesis de biomoléculas y la
entrada al ciclo celular. En el estado E3 y E4, la seial del TCR junto con la sefial
coestimuladora del CD28 vy la reduccibn de los productos metabdlicos
inmunoreguladores permite la activacion de las funciones efectoras, en el estado E4
ocurre la reprogramacion metabdlica al estado glucolitico y anabdlico con la sintesis

de nucleotidos y acidos grasos, por lo que este estado coincide con las
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caracteristicas de un linfocito T CD4* efector, sin embargo, en el estado E3 en el
gue normalmente relacionariamos con una célula T de memoria, la alta actividad de
las vias de la glucdlisis permite la sintesis de biomoléculas y la entrada al ciclo
celular, cosa que normalmente no deberia pasar en este estado, lo que parece
indicar que aunque la reduccion los productos metabdlicos inmunoreguladores es
suficiente para potenciar las funciones efectoras de los linfocitos T CD4* efectores
neonatales, como la secrecion de citocinas, esto no es suficiente para recuperar o

producir un estado de linfocitos T de memoria neonatales parecido al de los adultos.
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Figura 26. Estados estables del modelo con las caracteristicas de los linfocitos T
CD4+ neonatales y lactato y ROS KIl: En esta imagen se muestran los estados
estables que produce el modelo con las caracteristicas neonatales y la disminucién
de ROS vy lactato a niveles similares a los de los adultos. EI modelo arroja cuatro
estados estables, el estado E1 representa dos estados estables en los que la Unica
diferencia es la ausencia o presencia de la sefial del CD28 (*). El estado E2
representa una célula que recibe la sefial del TCR, pero no la del CD28, por lo que
la célula entra a une estado de anergia. El estado E3 y E4 representan una célula
gue recibe la sefial del TCR y del CD28 con funciones efectoras. Los cuatro estados
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tienen una alta tasa metabdlica, lo que sostiene los altos niveles de ATP y permite
la sintesis de biomoléculas, lo cual parece sostener la proliferacion.

Al realizar simulaciones estocasticas de los estados que produce nuestro modelo
con las caracteristicas de los linfocitos T CD4* neonatales, peor con niveles de
lactato y ROS, similares a los de los adultos, las trayectorias de probabilidad de
nodos a lo largo de 30 unidades te tiempo muestra un en las vias metabdlicas de la
glutaminolisis (Glutaminase) y la glucolisis (AeroGlycolisis) y un aumento en los
altos niveles de oxidacién de acidos grasos (FAO_b2) junto con un aumento en la
probabilidad de adquirir funciones efectoras como la sintesis de citosinas
proinflamatorias (PICytokines) y antinflamatorias (AlCytokines) [Figura 27-A)]. Las
trayectorias de probabilidad de estados a lo largo de 30 unidades de tiempo
muestran un aumento en la probabilidad de adquirir un estado con una alta tasa
metabolica que permite un progreso al ciclo celular, con actividades efectoras con
la sintesis ce citocinas (PICytokines--AlCytokines--CellCycleProg--Glutaminase—
AeroGlycolisis--FAO_b?2) [Figura 25-B)]. Por ultimo, la distribucién final de estados
nos indica que hay un 81.3% de probabilidad que la célula T CD4* neonatales con
niveles de lactato y Ros parecidos al de los adultos, adquiera un estado en el que
la célula recupera sus actividades efectoras, como la secrecién de citocinas, peor la
alta actividad de las vias metabdlicas de la glucdlisis y la glutamindlisis promueven

el ciclo celular, y ademas se permite la oxidacion de acidos grasos a un nivel

69



elevada, cosa que no deberia suceder normalmente (PICytokines--AlCytokines--

CellCycleProg--Glutaminase—AeroGlycolisis--FAO_b?2) [Figura 27-C)].
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Figura 27. Frecuencia y trayectoria de estados del modelo con caracteristicas
neonatal y lactato y ROS KI: En esta imagen en el inciso A) se muestra la frecuencia
de estados, en la que se observa un 61.8% de probabilidad que la célula T neonatal
adquirir un estado sin funciones efectoras pero con una alta actividad metabdélica de
la glucdlisis y la glutamindlisis,lo cual favorece al entrada al ciclo celular, sin
embargo también se observa altos niveles de oxidacidén de acidos grasos, lo cual no
deberia pasar. En el inciso B) se muestra como el estado (PICytokines--
AlCytokines--CellCycleProg--Glutaminase—AeroGlycolisis--FAO_b2), se eleva
sobre los demas estados.
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7. DISCUSION:

En este proyecto se fabric6 un modelo de la influencia del metabolismo en la
activacion de los linfocitos T CD4*, partiendo de dos modelos prexistentes del
metabolismo y las vias de activacion de los linfocitos T CD4*, los cuales fueron
actualizados de acuerdo con la informacién actual disponible en la bibliografia y
bases de datos. La version final del modelo integra vias de sefalizacion para la
activacion de factores transcripcionales como NF-kB, NFAT y AP1, los cuales con
importantes para el correcto funcionamiento de los linfocitos T y sus actividades
efectoras, ademas el modelo cuenta con la via PI3K/Akt/mTOR que conectan la
activacion y el metabolismo de los linfocitos T y contiene vias metabdlicas completas
como la glucdlisis y el ciclo del acido tricarboxilico.

Este modelo de la influencia del metabolismo en la activacion de los linfocitos T
CD4* fue validado por medio de la realizacion de simulaciones estocasticas y
calculos de estados estables, los cuales se realizaron junto con perturbaciones
knockout y knockin en los nodos que representan las sefales del TCR y la sefial
coestimuladora del CD28, para verificar que el modelo puede recrear correctamente
las caracteristicas que un linfocito T CD4* adquieren a lo largo de su vida, como las
caracteristicas de un linfocito T virgen o un linfocito T activo con funciones efectoras.
Durante su validacion, los estados estables, frecuencia de estados y trayectoria de
estados, que el modelo produjo coincidieron con las caracteristicas reportadas en

la bibliografia, pudiendo relacionar los estados estables con linfocitos T virgenes,
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anérgicos, de memoria y efectores, estos resultaros confirmaron gque nuestro
modelo es una herramienta Gtil para el estudio de la influencia del metabolismo de
los linfocitos T CD4* en su activacion en un escenario neonatal.

Una vez se validé el modelo, este se uso para estudiar como el metabolismo afecta
la activacion de los linfocitos T CD4* neonatales, esto se logré mediante el calculo
de simulaciones estocasticas y estados estables junto con perturbaciones knockin
gue causan que los componentes del modelo relacionados con las vias metabdlicas
de la glucdlisis, glutamindlisis, el lactato y las ROS adquieran su mayor valor posible,
las cuales son caracteristicas de los linfocitos T neonatales previamente reportadas
por el equipo de trabajo del laboratorio. Cuando calculamos los estados estables
gue nuestro modelo arroja con las caracteristicas neonatales, las simulaciones
estocasticas y los estados estables muestran una disminucion o perdida de las
funciones efectoras, como la secrecion de citocinas. Esta pérdida de funciones
efectoras es causada por un exceso de productos metabdlicos con actividad
inmunoreguladora y las vias que los producen, que en este caso son el lactato, el
cual es el producto final de la via de la glucdlisis, y las ROS que se producen a lo
largo de la cadena de transferencia de electrones y en reaccién de algunas encimas
del ciclo del &cido tricarboxilico como la reaccion de la succinato deshidrogenasa
(SDH). Sin embargo, este aumento en las vias metabolicas permite a la célula entrar
en un programa metabolico parcialmente anabdlico con la sintesis de algunas

biomoléculas, como los acidos nucleicos, pero se impide la sintesis y oxidacion de
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acidos grasos. En nuestro modelo con estas caracteristicas, la oxidacion de acidos
grasos no ocurre gracias a una monopolizaciéon del NAD* por parte del lactato
deshidrogenasa (LDH), que a niveles excesivos de lactato realiza principalmente su
reaccion reversa en la que sintetiza piruvato a partir de lactato. La reaccion que
convierte el lactato en piruvato consume NAD*y produce NADH, y la B oxidacion de
acidos grasos necesita NAD* para poder producir el acetilcoenzima A, el cual es
necesario para aumentar la tasa metabdlica del ciclo del acido tricarboxilico y
permitir la salida de intermediarios como el citrato, el cual se ocupa para la sintesis
de novo de &cidos grasos. Sin embargo, por la monopolizacion del NAD* por parte
de la LDH esto no ocurre, y aunque no ocurre la sintesis de acidos grasos de novo,
la célula puede integrar acidos grasos extracelulares a su metabolismo y junto con
el aumento en la tasa metabdlica, permitir un progreso al ciclo celular. En el caso
del lactato se ha reportado que este participa en la activacion y diferenciacion de los
linfocitos T CD4* mediante la lactacion de histonas cerca de promotores de factores
transcripcionales como FOXP3. Este es clave para la diferenciacion en linfocitos T
reguladores. Esta evidencia sugiere que la presencia excesiva de lactato podria
causar cambios epigenéticos que afectan las funciones efectoras de los linfocitos T
CD4*. Por otro lado, se ha reportado que los altos niveles de ROS pueden afectar
negativamente el funcionamiento de las proteinas LAT y ZAP70 (proteina 70
asociada a zeta), las cuales son muy importante para la via de sefializacion del

TCR. Por lo mismo, un exceso de ROS podria causar una interrupcion de las vias

73



de sefalizacion debajo del TCR impidiendo la activacion adecuade de factores
transcripcionales importantes para la activacion y funciones efectoras de los
linfocitos T CD4* neonatales.

Después de realizar el analisis de la influencia del metabolismo en la activacion de
los linfocitos T CD4* neonatales, se realizé un analisis estructural de la red del
sistema para entender mejor como los componentes del modelo lo afectan. Una vez
obtenidos los datos estuctrurales, estos se filtraron para obtener los nodos que
representan los veinte componentes mas conectados al sistema. Entre los
componentes que nuestro analisis arrojo como los veinte mas conectados, se
encontraron a los nodos que representan los niveles le Lactato y ROS, gracias a
estos resultados y por sus actividades inmunoreguladoras, estos nodos se
propusieron como objetivos para potenciar la respuesta inmune neonatal. Ya que
las ROS y el lactato se encuentran en cantidades elevadas en los linfocitos T
neonatales, se propone reducir sus niveles para atenuar sus efectos negativos
sobre la activacion de los linfocitos T, en el caso de las ROS se podrian reducir
mediante la adicion de agentes antioxidantes y en el caso del lactato se podria
reducir mediante la reduccion de la actividad o cantidad de las enzimas de la via
glucolitica cullo producto final es el lactato.

Para observar como afectaria a la activacion de los linfocitos T CD4* neonatales la
reduccion del lactato y las ROS, se volvieron a realizar simulaciones estocasticas y

el calculo de estados estables con las caracteristicas metabdlicas neonatales, pero
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con una perturbacién knockins adicional que reduce los niveles de ROS y lactato a
niveles similares a los que se encontrarian en un adulto. Al calcular los estados
estables y las frecuencias y trayectorias de estados que nuestro modelo produce
con estas caracteristicas neonatales con niveles adultos de ROS vy lactato, los
estados estables estados y el analisis probabilistico muestran una recuperaciéon de
funciones efectoras, como la secrecion de citocinas en presencia de la sefial del
TCR y la sefal coestimuladora del CD28. La reduccion del lactato permitid la
disponibilidad del NAD* para la 8 oxidacidon de acidos grasos, la cual va a contribuir
con acetilcoenzima A al TCA, permitiendo al sintesis de novo de &cidos grasos,
recreando con éxito el estado estable que relacionamos con un linfocito T activo con
funciones efectoras. Sin embargo, en los demas estados estables y en la frecuencia
y trayectoria de estados, los altos niveles de la glucélisis y la glutamindlisis siguen
permitiendo la entrada a un programa metabdlico que permite la proliferacion
incluyendo el estado que normalmente relacionamos con un linfocito T de memoria,
ademas de altos niveles de oxidacién de acidos grasos en un programa metabdlico
anabdlico. Esto indicaria que, aunque la reduccion de las ROS y el lactato es
suficiente para potenciar la respuesta de los linfocitos T efectores, esto no es
suficiente para recuperar o producir un estado de linfocitos T de memoria neonatales
parecido al de los adultos, y para lograr la recuperacion de este estado se necesita

la reducir la actividad de las vias metabalicas glucoliticas y la glutaminalisis.
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ApsvQ+chOLpSeGpD/18zKrdyOJBrn+rhZaqGb9LZxo0axB7pkviugvhzmwg+N9tvgLajWw1e8MXDFg==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccién electrénica o
escaneando el cédigo QR ingresando la siguiente clave:

Qft80SqLW

https://efirma.uaem. mx/noRepud|o/ngngTyP7p6t7hnUDuNrr8ARt3F6kLZ



https://efirma.uaem.mx/noRepudio/mgJlgqTyP7p6t7hnUDuNrr8ARt3F6kLZ

