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1. RESUMEN DEL PROYECTO

La exposicion crénica a grandes cantidades de acido palmitico (pal) causa dafio celular y muerte,
un fendmeno que se conoce como lipotoxicidad. La acumulacion de pal en el cerebro induce las
caracteristicas distintivas de algunas enfermedades neurodegenerativas (NDs), y causa dafio en los
diferentes tipos de células cerebrales; particularmente los astrocitos reaccionan volviéndose
reactivos e induciendo un bloqueo inicial de la autofagia que, acompafiado de otras alteraciones
como la inflamacion o el estrés de reticulo endoplasmico, disminuye la viabilidad de los astrocitos.
Al tener diversas funciones en el sistema nervioso como captacion de glutamato, soporte
metabolico y estructural para el cerebro, liberacidn de factores neurotréficos y participacion en la
respuesta inmune en el cerebro, entre otras, es importante la busqueda de estrategias que permitan

proteger a los astrocitos del efecto lipotdxico de pal.

Diferentes compuestos esteroidales han sido estudiados como agentes efectivos en el control de
enfermedades inflamatorias, sin embargo, su prescripcion es limitada debido a efectos adversos
como el aumento de la incidencia de cancer de Gtero y mama. Algunos esteroides sintetizados en
el sistema nervioso llamados “neuroesteroides”, tienen propiedades neuroprotectoras, que son de
particular interés en el tratamiento de enfermedades como demencia, isquemia, trauma créneo
enceféalico, epilepsia, enfermedad de Alzheimer (EA) y Parkinson (EP). Debido a estos efectos
protectores a nivel cerebral, la investigacion se ha centrado en farmacos que generen esos efectos
protectores de los estrogenos, pero sin aumentar la incidencia de cancer de Utero y mama, entre
estos farmacos se han destacado los (SERMSs) por su sigla en inglés Selective Estrogen Receptor
Modulators y los (STEARS) por su sigla en inglés Specific Tissue Estrogenic Activity Regulators.
Entre estos Gltimos se resalta la tibolona, un farmaco que cuenta con amplios estudios de sus efectos

en la salud y siendo promisorio como agente neuroprotector.

A pesar de que existen amplias investigaciones en neurodegeneracion y al tener en cuenta que son
enfermedades que pueden activar diferentes vias de sefializacion haciendo necesarios estudios
menos reduccionistas para entender estas enfermedades. Hasta la fecha no se tienen suficientes
aproximaciones que evallen desde una perspectiva holistica los cambios a nivel de productos
funcionales de proteoma que tienen lugar durante el dafio lipotdxico por pal, que nos permitan
identificar biomarcadores y proteinas o rutas metabdlicas como posibles blancos de terapias, o que
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analicen la respuesta a compuestos que potencialmente tienen actividad neuroprotectora con el
objetivo de identificar proteinas y sus rutas metabdlicas asociadas, relevantes en el proceso de
neuroproteccion. Asimismo, en la actualidad son escasos los medicamentos o tratamientos
efectivos para los procesos neurodegenerativos tipicos de estas lesiones, y mas alla, es limitado el
entendimiento del dafio lipotoxico y la respuesta protectora de la tibolona en los diferentes tipos de
células del cerebro (neuronas, oligodendrocitos, microglia y astrocitos), haciendo relevante su

estudio como posible agente neuroprotector ante un dafio lipotoxico inducido por pal.

En general, existe la necesidad de mejorar la calidad de vida de dichos pacientes, aliviar los costos
asociados tanto a los diferentes proveedores de salud y las familias que asumen gran parte de los
cuidados y del soporte econdmico. Considerando este panorama que impone un claro problema de
investigacion, en este estudio se realizd un anélisis protedmico exhaustivo del dafio lipotdxico
desencadeno por pal y la evaluacidn del efecto neuroprotector del esteroide sintético tibolona, en
una linea celular de astrocitos humanos. Los resultados indican la expresion diferencial de proteinas
no consideradas anteriormente como las principales causas de dafio por pal en los astrocitos
humanos. También, se identificaron 27 proteinas expresadas diferencialmente con alto grado de
conectividad. A partir del desarrollo del presente estudio, se encontr6é que pal alterd la expresion
de proteinas vinculadas a la sintesis y transporte de proteinas, respuesta viral, y la tibolona modul6
la expresion de algunas de esas proteinas a niveles similares a los del control, evito disrupciones
de la autofagia y redujo la expresion de proteinas vinculadas a sefiales proapoptéticas, demostrando
asi que la tibolona podria revertir algunas de las alteraciones a nivel de proteinas generada por pal

en los astrocitos humanos.

2. RESUMEN EN INGLES (ABSTRACT)

Chronic exposure to large amounts of palmitic acid (pal) causes cell damage and death, a
phenomenon known as lipotoxicity. The accumulation of pal in the brain induces the distinctive
characteristics of some neurodegenerative diseases (NDs) and causes damage in the different types
of brain cells; particularly astrocytes that become reactive and inducing an initial block of
autophagy that, accompanied by other alterations such as inflammation or endoplasmic reticulum

stress, decrease the viability of astrocytes. As it has various functions in the nervous system such
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as glutamate uptake, metabolic and structural support for the brain, the release of neurotrophic
factors, and participation in the immune response in the brain, among others, it is important to

search for strategies to protect astrocytes of the lipotoxic effect of pal.

Different steroidal compounds have been studied as effective agents in the control of inflammatory
diseases, however, their prescription is limited due to adverse effects such as the increase in the
incidence of uterine and breast cancer. Some steroids synthesized in the nervous system called
"neurosteroids” have neuroprotective properties, which are of particular interest in the treatment of
diseases such as dementia, ischemia, head trauma, epilepsy, Alzheimer's disease (AD), and
Parkinson's disease (PD). Due to these protective effects at the brain level, research has focused on
drugs that generate these protective effects of estrogens, but without increasing the incidence of
uterine and breast cancer, among these drugs the Selective Estrogen Receptor Modulators (SERMs)
and the Specific Tissue Estrogenic Activity Regulators (STEARS) have been highlighted. Among
the latter, tibolone stands out, a drug that has extensive studies of its effects on health and is

promising as a neuroprotective agent.

Even though there is extensive research in neurodegeneration and considering that they are diseases
that can activate different signaling pathways, making less reductionist studies necessary to
understand these diseases. To date, there are not enough approaches that evaluate from a holistic
perspective the changes at the level of functional proteome products that take place during lipotoxic
damage by pal, which allow us to identify biomarkers and proteins or metabolic pathways as
possible targets for therapies, or that analyze the response to compounds that potentially have a
neuroprotective activity to identify proteins and their associated metabolic pathways, relevant in
the neuroprotection process. Likewise, effective drugs or treatments for the neurodegenerative
processes typical of these lesions are currently scarce, and the understanding of lipotoxic damage
and the protective response of tibolone in different types of brain cells (neurons, oligodendrocytes,
microglia, and astrocytes), making its study relevant as a possible neuroprotective agent against

lipotoxic damage induced by pal.

In general, there is a need to improve the quality of life of these patients, alleviate the costs

associated with both the different health providers and the families that assume a large part of the
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care and financial support. Considering this panorama that imposes a clear research problem, in
this study an exhaustive proteomic analysis of the lipotoxic damage triggered by pal and the
evaluation of the neuroprotective effect of the synthetic steroid tibolone, in a human astrocyte cell
line, was carried out. The results indicate the differential expression of proteins not previously
considered as the main causes of pal damage in human astrocytes. Also, 27 differentially expressed
proteins with a high degree of connectivity were identified. From the development of the present
study, it was found that pal altered the expression of proteins linked to protein synthesis and
transport, viral response, and tibolone modulated the expression of some of these proteins at levels
similar to those of the control, avoiding disruptions of autophagy and reduced the expression of
proteins linked to pro-apoptotic signals, thus demonstrating that tibolone could reverse some of the

protein-level alterations generated by pal in human astrocytes.

3. INTRODUCCION

La obesidad se define como la acumulacion excesiva de acidos grasos (AGS) en el tejido adiposo
que potencialmente podrian ser perjudiciales para la salud (WHO, 2016). El porcentaje de personas
con obesidad en el mundo esta creciendo, y esta condicion es un factor de riesgo importante para
diferentes enfermedades cronicas que matan al menos a 2,8 millones de personas cada afio (WHO,
2020). El aumento de peso corporal y el exceso de grasas en la dieta conlleva a un aumento de las
concentraciones de pal en el cuerpo (Carta et al., 2017; Tracey et al., 2018). Pal es el acido graso
saturado mas comun en el cuerpo humano, y es obtenido bien sea por la dieta o sintetizado

enddgenamente (Carta et al., 2017; Innis, 2016).

El sistema nervioso central es particularmente sensible al estrés oxidativo, debido a un alto
consumo de oxigeno y el enriquecimiento en &cidos grasos poliinsaturados, por lo que es muy
vulnerable a la peroxidacion lipidica (Tracey et al., 2018). El estrés oxidativo y las lesiones que
causa han sido implicados en la patogénesis de enfermedades neurodegenerativas, incluyendo: EA,
EP y Huntington (Anderson et al., 2019; Cakir and Nillni, 2019; Korbecki and Bajdak-Rusinek,
2019; Shamim et al., 2018). Los astrocitos se activan anormalmente en patologias centrales del
sistema nervioso, conocidos colectivamente como astrogliosis reactiva, lo que representa un

mecanismo de defensa (Cabezas et al., 2014; Liddelow and Sofroniew, 2019); asi, este tipo de
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celula glial es de importancia critica para la funcion normal del cerebro debido a su capacidad para
promover activamente la neuroproteccion (Acaz-Fonseca et al., 2014).

La exposicion de astrocitos a altos niveles de pal puede inducir estrés en el reticulo endoplasmético
(RE) y deterioro de la autofagia (Ortiz-Rodriguez et al., 2018), liberacion de citocinas
proinflamatorias, estrés oxidativo, produccion de ceramidas y activacion astrocitaria (Gupta et al.,
2012; Liu et al., 2013; Sofroniew, 2015). Ademas, pal puede activar receptores tipo toll (TLR) que
conducen a la activacion de una cascada de sefializacién mediada por el factor nuclear potenciador
de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas (NF-kB) (Korbecki and Bajdak-Rusinek,
2019; Okun et al., 2009). Tras la activacion y la translocacion nuclear, NF-xB puede inducir aiun
mas la produccion de citocinas inflamatorias, como el factor de necrosis tumoral (TNF),
interleucina (IL)-6 e IL-1 (Okun et al., 2009). La alteracion del equilibrio homeostatico de pal en
tejidos adiposos y no adiposos desencadena el dafio lipotoxico (Sorensen et al., 2010; Unger et al.,
2010). Diferentes hallazgos experimentales identifican estas vias proinflamatorias y la disfuncion
mitocondrial astrocitica como principales contribuyentes a la progresion de diferentes NDs
(Liddelow and Sofroniew, 2019; van Horssen et al., 2019). Por lo tanto, se observa que los
mecanismos de dafio que genera pal en astrocitos son diversos y la mayoria de los estudios
encuentran resultados diferentes (Tabla 1) debido a que se centran en mecanismos puntuales. Lo
anterior hace relevante el uso de aproximaciones holisticas para tener un mejor entendimiento de

los mecanismos asociados al dafio lipotoxico por pal en astrocitos humanos.

Por otro lado, diferentes estudios han demostrado las acciones neuroprotectoras y neurotroficas de
los estrdgenos en el cerebro (Acaz-Fonseca et al., 2014; Liu et al., 2010). Sin embargo, los riesgos
potenciales para la salud asociados con la exposicion a los estrogenos, como el aumento de la
incidencia de cancer de Utero y de mama pueden impedir su uso a largo plazo (Arevalo et al., 2011,
Karki et al., 2014b). Por lo tanto, se ha evaluado el uso de compuestos similares a los estrogenos
gue provocan selectivamente efectos protectores como agentes terapéuticos como posibles
tratamientos de enfermedades neurodegenerativas (Lopez-rodriguez et al., 2011; Lopez-Rodriguez
et al., 2015). Entre estos compuestos, ha llamado la atencién la tibolona, un esteroide sintético,
debido a que muestra efectos benéficos al reducir la muerte celular y el dafio mitocondrial contra
pal (Avila Rodriguez et al., 2014; Del Rio et al., 2020; Garzén et al., 2016; Gonzalez-Giraldo et
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al., 2018, 2019; Lopez-Rodriguez et al., 2015; Martin-Jiménez et al., 2020; Reed and Kloosterboer,
2004). Sin embargo, los mecanismos de accion subyacentes a sus efectos protectores son en gran

parte desconocidos y resulta necesario estudiarlos para entenderlos mejor.

A pesar de la gran relevancia de la lipotoxicidad de los astrocitos en el desarrollo de NDs, su "perfil
protedmico™ ha sido inexplorado; el estudio mas completo hasta la fecha midi6 un conjunto de 186
proteinas cuyos niveles fueron modulados significativamente por TNF, IL-1 y LPS (Dozio and
Sanchez, 2018). Posteriormente, Rocchio et al., (2019) encontrd que las proteinas relacionadas con
la union del ARN vy el ribosoma se expresan diferencialmente en un modelo de EA (Rocchio et al.,
2019). De acuerdo con lo anterior, en este trabajo se estudian los cambios del proteoma
relacionados al dafio lipotoxico y a la respuesta protectora de la tibolona en astrocitos humanos.
Los hallazgos muestran cambios inducidos por pal a nivel de modulaciéon de la traduccién y
transporte de proteinas, reduccion de la autofagia y activacion de proteinas proapoptoticas; de igual
forma se encuentra que la tibolona modula algunas proteinas desreguladas por pal en dichos

procesos a niveles similares a los del control.

4. HIPOTESIS DE INVESTIGACION

Los astrocitos bajo la influencia del acido palmitico activan vias vinculadas con la respuesta al
estrés y la apoptosis; asi mismo la tibolona regula algunas de estas vias permitiendo contrarrestar

dichos efectos.

Se probd esta hipdtesis en astrocitos humanos estimulados con acido palmitico, un acido graso
saturado, y tratados con tibolona para fundamentar posibles mecanismos protectores de este

compuesto sobre astrocitos en el marco de un dafio lipotoxico.

5. Objetivos
5.1 Objetivo general

Caracterizar mediante analisis protedmicos la respuesta protectora mediada por el esteroide

sintético tibolona frente a un insulto lipotdxico en astrocitos humanos
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5.2 Objetivos especificos
*Determinar el conjunto de proteinas expresadas diferencialmente en astrocitos normales humanos

frente al tratamiento con un agente lipotoxico y de la accion protectora mediada por el esteroide

sintético tibolona.

*Dilucidar por analisis de enriquecimiento funcional los posibles mecanismos celulares Yy
moleculares asociados a la respuesta protectora mediada por la tibolona frente a un agente

lipotdxico

6. MARCO TEORICO
6.1. Acido palmitico en el cerebro

Diversos estudios han reportado que, en condiciones fisiologicas, las variaciones en la ingesta
dietética no influyen significativamente en la concentracion de pal en diferentes tejidos tales como
musculo esquelético, eritrocitos, corazén, higado, y cerebro (Carta et al., 2017; Innis and Dyer,
1997; Song et al., 2017), debido a que el humano es capaz de regular la concentracion al reducir a
0 aumentar la biosintesis de pal, sugiriendo que la regulacion de sus concentraciones son
importantes para el equilibrio homeostatico del individuo (Carta et al., 2017); esto se explica,
debido a que como resultado de los cambios en la concentracion provenientes de una fuente
exogena, el sistema puede aumentar o reducir la biosintesis enddgena de pal (Abbott et al., 2012;
Cartaetal., 2017). Evidenciando que la concentracion de pal se encuentra en control homeostéatico
y esta altamente regulado en la célula debido a que los cambios en la concentracion de pal en la
membrana estan relacionados con su capacidad de modular las propiedades fisicas de la membrana
celular (Carta et al., 2017; Innis, 2016). Demostrando que pal representa un 20-30% de los AGs
totales en los fosfolipidos de membrana (Carta et al., 2017; Innis, 2016).

Se sabe que pal juega un papel clave en la distribucion de las proteinas a través de la membrana
mediante un proceso llamado palmitoilacion de proteinas y biosintesis de palmitoiletanolamida
(PEA) (Carta et al., 2017; Hansen, 2013; Tsuboi et al., 2013). Curiosamente, la PEA es una amida
enddgena que se utiliza como mediador de lipidos que exhibe actividades neuroprotectoras, anti-

neuroinflamatorias, inmunorreguladoras y analgésicas. Por tanto, la PEA juega un papel clave en
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la regulacion de sistemas complejos (Carta et al., 2015; lannotti et al., 2016; Skaper et al., 2015).
Por otro lado, otra funcion de pal es clasificar la distribucién de la proteina a lo largo de la
membrana mediante la S-palmitoilacion. Este mecanismo es una modificacion covalente
postraduccional de proteinas, que consiste en la adicion reversible del pal a cisteinas especificas
mediante un enlace tioéster. Su reversibilidad lo convierte en una forma de lipidacion, permitiendo
su regulacion dindmica (Sanders et al., 2015). Este mecanismo aumenta la hidrofobicidad de las
proteinas citoplasmaticas y aumenta su afinidad por las superficies de la membrana citosélica
(Yang etal., 2010). La S-palmitoilacién también permite el ajuste fino de funciones proteicas como
la fosforilacion o ubiquitinacion (Blaskovic et al., 2013). Ademaés, la S-palmitoilacion aumenta la
hidrofobicidad de las proteinas y por lo tanto modula las interacciones proteina-proteina, induce la
inclinacion de los dominios transmembrana y podria ejercer sus acciones sobre las proteinas
solubles, controlando su asociacidn con las membranas, el trafico y la localizacién de los dominios
(Joseph and Nagaraj, 1995; Merrick et al., 2011; Rocks et al., 2005; Salaun et al., 2010).

Se han identificado varias proteinas de mamiferos como blancos de la palmitoilacién, muchas de
las cuales estdn asociadas con céncer, diabetes, esquizofrenia, neurodegeneracion, incluida la
enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de Huntington, entre otras NDs (Antinone et al., 2013;
Young et al., 2012; Zamzow et al., 2019). Proteinas de adhesién celular (Stoeck et al., 2010), CD36
(Thorne et al., 2010), SOD1 (Rothstein, 2009), LG11; NPC1 implicado en la EA (Malnar et al.,
2014), muchos receptores acoplados a proteina G (Maeda et al., 2010), canales y transportadores
(Crane et al., 2009; Du et al., 2017; Jeffries et al., 2010; Mueller et al., 2010), multiples receptores
como NMDAR en la corteza frontal (Liu et al., 2012; Lu and Roche, 2012; Oddi et al., 2011; Yang
et al., 2011; Zamzow et al., 2019; Zheng et al., 2012) y chaperonas como la co-chaperona
presinaptica CSPa (Carta et al., 2017; Henderson et al., 2016; Lakkaraju et al., 2012).

Se ha demostrado que la palmitoilacion de proteinas de membrana promueve su asociacion con
microdominios de membrana ricos en colesterol y esfingolipidos o balsas lipidicas (Levental et al.,
2010). Las balsas lipidicas parecen actuar como plataformas al reunir varios componentes de
sefializacion y facilitar su interaccion, como las proteinas involucradas en la transduccion de
sefiales (Simons and Toomre, 2000). La palmitoilacion puede aumentar la afinidad de las proteinas
por estos microdominios (Carta et al., 2017; Melkonian et al., 1999). Sin embargo, no se comprende

bien cémo la palmitoilacién influye en la asociacion de proteinas a las balsas; una posible
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explicacion puede ser la afinidad del pal por diferentes lipidos o dominios lipidicos (Henis et al.,
2009). Recientemente, varios estudios se han centrado en determinar el papel crucial de la
palmitoilacién en diversos tipos de células, incluidas las células endoteliales, inmunes y neuronales
(Kang et al., 2008, 2019; Sohn and Park, 2019; Yang and Li, 2012). Se ha demostrado que la
palmitoilacion tiene importantes funciones reguladoras en el sistema nervioso central (CNS), como
la liberacion de neurotransmisores a través de la proteina asociada al sinaptosoma de 25 kDa
(SNAP-25a/b). SANP-25 a/b son proteinas receptoras de proteinas de fijacion soluble de NSF
(SNARE) que estan altamente expresadas en el cerebro y son proteinas de membrana palmitoiladas
esenciales para la exocitosis de neurotransmisores de terminales sindpticos (Gonzalo and Linder,
1998; Greaves et al.,, 2010). La palmitoilaciéon también representa una modificacion
postraduccional comun de los receptores de neurotransmisores, incluidos los receptores acoplados
a proteina G (GPCR) y los canales i6nicos activados por ligando (LIC). Ademas, estas
modificaciones producen cambios en las propiedades biofisicas de la proteina diana y afectan la
ubicacién de la membrana y la asociacion del dominio lipidico de los receptores de
neurotransmisores (Borroni et al., 2016). Desde el punto de vista funcional, la palmitoilacién afecta
a una amplia gama de actividades de los receptores de neurotransmisores, incluido su trafico,
clasificacion, estabilidad, vida en la superficie celular, endocitosis, reciclaje y agrupacién sinaptica
(Naumenko and Ponimaskin, 2018), palmitoilacion y despalmitoilacion en la densidad
postsinaptica 95 (PSD-95), la principal proteina de densidad en la region postsinaptica en las
sinapsis excitadoras, regula el niimero de receptores sinapticos del acido a-amino-3-hidroxi-5-
metil-4-isoxazol propidnico (AMPAR) (Sohn and Park, 2019; Zareba-Koziot et al., 2018). Sin
embargo, la palmitoilacion afecta a los receptores de diversos neurotransmisores como acetilcolina,
glutamato (NMDA, AMPA & Kainato), GABA, dopamina, serotonina y otros (Naumenko and
Ponimaskin, 2018). Por lo tanto, es necesario un mayor analisis para comprender mejor las

funciones de la palmitoilacion en el CNS (Naumenko and Ponimaskin, 2018).

Aunque el equilibrio homeostéatico de los lipidos en el cerebro estd altamente regulado, una dieta
alta en grasas (HFD) a largo plazo con un alto porcentaje de AGs saturados puede alterar el perfil
lipidico (Giles et al., 2016). La exposicion constante a grandes cantidades de AGs combinada con

una mayor proporcion de su ingesta sobre su oxidacion puede causar efectos perjudiciales como
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dafio celular, inflamacién o muerte celular, una condicion denominada lipotoxicidad (Engin, 2017,
Park et al., 2011; Unger et al., 2010; Virtue and Vidal-Puig, 2010). La lipotoxicidad es un estado
alostatico provocado por la acumulacion constante de AGs en el tejido no adiposo debido al
excedente calorico (Unger et al., 2010), provocando disfuncion e incluso puede afectar la
supervivencia de células, tejidos y érganos como el cerebro (Engin, 2017; Park et al., 2011; Unger
et al., 2010; Virtue and Vidal-Puig, 2010).

Estudios recientes han demostrado que los AGs pueden acumularse en el cerebro cuando hay
grandes cantidades de ellos circulando en el cuerpo (Rhea et al., 2017). Por ejemplo, en modelos
animales de obesidad, se ha informado de una interrupcion de la integridad de la barrera
hematoencefélica (BHE), lo que permite un mayor paso de AGs al cerebro (Rhea et al., 2017).
Karmi et al., (2010) evidencio que, en los seres humanos, pal podria pasar a traves de la BHE al
cerebro mediante una inyeccion intravenosa de palmitato radiomarcado (Karmi et al., 2010). Los
autores encontraron que los pacientes con esclerosis multiple tenian un aumento del 50% en AGs
y un aumento del 86% en la captacion de pal en el cerebro en comparacién con sujetos sanos (Karmi
et al., 2010). Ademas, también se ha demostrado que el pal se acumula en el cerebro de los monos,
esto se evidencié usando tomografia por emision de positrones y palmitato marcado (Arai et al.,
1995), y en ratas despiertas, midiendo la concentracion de pal en el nicleo arcuado (Kimes et al.,
1983), esto sugiere que el pal se transporta a través del BHE (Rhea et al., 2017). Esto es importante
porque se ha observado que la acumulacién de pal puede inducir la liberacién de factores
proinflamatorios como TNF-a e IL-6 en los astrocitos (Gupta et al., 2012). Esta inflamacién puede
ser una causa tanto de la interrupcion de la BHE como del incremento de la infiltracion de las
células inmunes que se infiltran en el CNS (Nerurkar et al., 2011; Tucsek et al., 2014). En este
sentido, se ha demostrado que los monocitos podrian infiltrarse en el cerebro del raton después de
15 semanas de HFD, y existe una correlacion entre el nimero de macrdéfagos derivados de

monocitos en el cerebro y el peso corporal (Buckman et al., 2014).

Un estudio en murinos muestra que la alimentacion con HFD, que contiene aproximadamente un
40-45% de grasa compuesta principalmente por acidos grasos saturados, conduce a la apoptosis de
las neuronas y a una reduccion de las entradas sinapticas en el nacleo arqueado y el hipotdlamo
lateral (Moraes et al., 2009; Rhea et al., 2017). Ademas, otro estudio examind la interrupcién de la

BHE en la descendencia de animales alimentados con HFD, la descendencia de ratones alimentados
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con una HFD mostré mayor interrupcién en la BHE, probablemente debido a una reduccion en los
procesos de un tipo especial de células ependimarias llamadas tanicitos. Los cuerpos celulares de
los tanicitos se encuentran en el tercer ventriculo y proyectan procesos hacia el parénguima
cerebral, en el que entran en contacto con las neuronas del nicleo arcuado (ARC) y las células
endoteliales (Kim et al., 2016). Se cree que los tanicitos forman una barrera fisica pasiva que evita
que las moléculas de la eminencia media se difundan dorsalmente en el ARC (Rodriguez et al.,
2005).

La obesidad y la HFD crénica, especialmente las dietas ricas en grasas saturadas se han asociado
con una funcion cognitiva reducida tanto en humanos como en animales (Cook et al., 2017; Farr et
al., 2008; Goodman and Hajihosseini, 2015; Prickett et al., 2015; Rhea et al., 2017; Tan and
Norhaizan, 2019; Walker et al., 2017). Por ejemplo, los ratones a los que se les infundié pal han
desarrollado una plasticidad sinéptica deteriorada y su memoria se vio afectada por la microglia
activada y la liberacion de TNF-o (Melo et al., 2020). EI hipocampo, una regién del cerebro
relacionada con el aprendizaje y la memoria, parece especialmente afectado por el exceso de AGs.
Ademas, McLean et al., (2018) revelaron que los ratones alimentados con una HFD durante un dia
eran suficientes para inducir una caida en el rendimiento de la memoria episédica(McLean et al.,
2018). Ademas, los ratones orexina/ataxina-3 (ratones transgénicos para experimentos de
neurodegeneracion) alimentados con HFD aceleran la memoria dependiente del hipocampo de
evitacion activa bidireccional que implica el aprendizaje y la utilizacion de estimulos en el entorno
espacial (Duffy et al., 2019; Granholm et al., 2008; Stranahan et al., 2008). Probablemente, porque
las poblaciones neuronales dentro del hipocampo tienen una demanda metabdlica particularmente
alta, lo que las hace vulnerables a una variedad de factores ambientales y bioldgicos (Rhea et al.,
2017).

De manera similar, Giles et al., (2016) mostraron una relacion entre la concentracion plasmatica
de AGs y dos regiones del cerebro utilizando analisis multivariante descubrieron que la
alimentacion a largo plazo con dietas enriquecidas con AGs saturados en ratones conduce a
cambios en los lipidomas del hipocampo y la corteza cerebral (Giles et al., 2016). Ademas, se ha
encontrado que los niveles de pal estan aumentados en el liquido cefalorraquideo (LCR) de
humanos con obesidad, lo que se correlaciond inversamente con el rendimiento cognitivo (Melo et

al., 2020). La exposicion a pal da como resultado la activacion de la proteina quinasa C (PKC)0,
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que se asocia con la sefializacion de leptina y reduce la sensibilidad a la insulina en las células N43
/'5 del hipotalamo (Benoit et al., 2009; Hernandez-Céceres et al., 2019). Por otro lado, diferentes
estudios han revelado que el exceso de pal puede activar la via de las ceramidas (Holland et al.,
2007). Probablemente, la ceramida bloquea la fosforilacion de Akt / PKB y / o estimula la proteina
fosfatasa 2A (Chavez et al., 2005; Drosatos and Schulze, 2013). Campana et al., (2018) encontraron
que las células neuronales hipotaldmicas (GT1-7) tratadas con pal a 500 y 1000 uM durante 24 h
causaron resistencia a la insulina. La sintesis de ceramida fue inhibida de manera farmacoldgica
con miriocina o molecular si-serina palmitoil transferasa 2, lo que demuestra que el palmitato
alteraba la sefializacion de la insulina y aumentaba los niveles de ceramida en las células GT1-7.
De manera similar, el inhibidor de PKC contrarresto la resistencia a la insulina inducida por pal
(Campana et al., 2018).

Algunos estudios han asociado los AGs saturados como causa principal de muerte celular (Drosatos
and Schulze, 2013). Al respecto, se ha reportado que el pal podria afectar la viabilidad celular de
diferentes células cerebrales como el neuroblastoma SH-SY5 (Hsiao et al., 2014); células
microgliales BV-2 (Hidalgo-Lanussa et al., 2018); neuronas primarias (Park et al., 2011); astrocitos
primarios (Frago et al., 2017; Martin-Jiménez et al., 2020; Ortiz-Rodriguez et al., 2018; Ramirez
et al., 2019); células primarias de microglia (Tu et al., 2019); glioblastoma T98G (Gonzélez-
Giraldo et al., 2018; Hsiao et al., 2014). Aunque se sabe que el pal podria afectar a las diferentes
células cerebrales a través de diferentes mecanismos celulares, que hasta el momento no son del
todo claros. La muerte celular inducida por AGs saturados se ha atribuido a la sintesis de ceramida;
cambios en el equilibrio del contenido de lipidos celulares; exceso de oxidacion de lipidos;
Generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) (Hickson-Bick et al., 2002; Listenberger et al.,
2001) sefial de inflamacion (Rhea et al., 2017; Wang et al., 2012), estrés del RE (Hsiao et al.,
2014) y activacion de receptores de muerte (Ulloth et al., 2003). Los datos experimentales
resumidos de los mecanismos estudiados de dafio en el cerebro causado por pal se relacionan en la
(Tabla 1).
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Tabla 1. Efectos del &cido palmitico en diferentes células del sistema nervioso

Referencias | Especies | Células Modelo | []  pal | Efectos
(MM) &
tiempo
(Liu & | Rata Astrocitos Invitro | 400 Activacion del
Chan, 2014) neuronas (24h) inflamosoma  IPAF-ASC
primarios en astrocitos que conduce a
la maduracion de IL-1B y
en las neuronas tratadas
con el medio
acondicionado de
astrocitos sometidos a pal,
mostraron aumento de
amiloide p42.
(Blazquez et | Rata Astrocitos Invitro | 200 pal induce la apoptosis e
al., 2000) corticales (24h, implica la sintesis de Novo
48h & | de ceramida a través de la
72h) via del protooncogén serina
/ treonina-proteina quinasa
RAF (Raf-1) / quinasas
reguladas por  sefales
extracelulares (ERK).
(Patil et al., | Rata Astrocitos Invitro | 200 pal reduce la expresion de
2007) corticales (24h) GLUTL, la captacion de

glucosa y la liberacion de
lactato.

Formacion de ROS en la
mitocondria, perdida del
membrana
(PMM) e

induccién de apoptosis;

potencial de

mitocondrial
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excluyendo la participacion
del estrées RE en la
lipotoxicidad causada por

pal

(Wong et al.,
2014)

Ratoén

Astrocitos

primarios

In vitro

100
(24h)

Formacion de ROS en la
mitocondria,
PMM y
excluyendo la participacion

perdida de

apoptosis;

del estrés RE en la

toxicidad generada por pal.

(Ramirez et
al., 2019)

Raton

Astrocitos

primarios

In vitro

100
(24h)

pal activa la ruta del factor
2 relacionado con el
eritroide nuclear 2 (Nrf2),
redujo la actividad de la
enzima superéxido
dismutasa (SOD) vy la
viabilidad celular.

(Frago et al.,
2017)

Rata
(Macho

hembra)

Astrocitos

primarios

In vitro

500
(24h)

pal redujo la activacion de
ERK; Akt y la expresion de
IL-10 y la aromatasa, pal
también  aumento la
activacién de las proteinas
quinasas activadas por
mitogenos P38; JINK y la
expresion de IL-6; Proteina
homologa C / EBP (CHOP)
y caspasa 3  Estan
relacionadas con el estrés

del RE.

(Yudkoff et
al., 1989)

Rata

Astrocitos

primarios

In vitro

360-720
(24h)

pal redujo las

concentraciones
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intracelulares de glutamina
e incremento las
concentraciones de taurina,

isoleucina y leucina.

(Ramirez et | Raton Astrocitos Invitro | 200 pal aumento la produccion
al., 2019) primarios (2h;6h; | de ROS vy redujo Ila
24h); expresion de SOD vy en el
HFD modelo animal también se
50% (8 | redujo la produccion del
semanas | factor neurotréfico
) derivado  del  cerebro

(BDNF).
(Escartin et | Rata Astrocitos Invitro | 200 Factor neurotrofico ciliar
al., 2007) primarios (24h) genero resistencia en los
astrocitos que mostraron
perfiles metabdlicos
alterados e inhibidos por

pal.

(Ortiz- Ratén Astrocitos Invitro | 250- 500 | pal redujo Proteina de
Rodriguez et | prenatal | primarios (24h) cadena ligera 3 asociada a
al., 2018) (Macho microtdbulos (LC3-11) un
& marcador de autofagia y
Hembra) aumento la expresion de
CHOP, IL-6 y Unicamente
en machos TNF-a.
Aumentando la muerte

celular.
(Guptaetal., | Rata Astrocitos Invitro | 200 Los astrocitos tratados con
2012) primarios (18h) pal liberaron IL-6 y TNF-a

via TLR4, pero no JNK y
TLR2.
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(Gonzalez-
Giraldo et
al., 2019)

Humano

Astrocitos T98G

In vitro

1000
(24h)

pal aumento la expresion
de los genes IL6, TERT,
TERC, DNMT3B, ESR1
and MIR155 vy
CREB1, ALDHI1L1, IL1B
y MIR125a.

redujo

(Gonzalez-
Giraldo et
al., 2018)

Humano

Astrocitos T98G

In vitro

1000
(24h)

pal redujo el potencial de
membrana mitocondrial, la
cardiolipina y la viabilidad

celular.

(Ng & Say,
2018)

Humano

Astrocitos T98G
& Neuronas SH-
SY5Y

In vitro

100- 500
4h &
48h)

pal aumenta la muerte
celular apoptética en lineas
SH-SY5Y vy

concentraciones

celulares
T98G;

similares de tratamiento
con pal mostraron un
porcentaje mucho mas bajo
de apoptosis en T98G.
Indicando que las neuronas
son més susceptibles al pal.
Estos resultados se
asociaron con un aumento
de la peroxidacién lipidica

y la produccion de ROS.

(Melo et al.,
2020)

Rata

Astrocitos,

microglia

In vitro

HFD
35% (16
semanas

)

pal induce la activacion
astroglial y microglial en el
hipocampo del ratén, y su
esta

impacto  deletéreo

mediado por la
TNF-a

derivado de la microglia.

sefalizacion de
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(Morselli et | Raton Cerebro Invivo | HFD HFD rica en AGs saturados
al., 2015) (Macho 42% (16 | causo inflamacion
& semanas | hipotalamica,

Hembra) ) principalmente en machos,
esto se relaciond con una
reduccion en la
concentracion de AGs
Poliinsaturados (PUFAS)
en el cerebro y la
regulacion a la baja de
proteina la coactivadora
del receptor activado por el
proliferador de
peroxisomas (PGC-
1a)/Era.

(Douglass et | Raton Cerebro Invivo | HFD HFD rica en AGs saturados
al., 2017) 60% (8 | causo inflamacion
semanas | hipotalamica y astrocitosis
) a través de la activacion de
Nf-kB y IKK}.

(Portovedo | Rata Cerebro Invivo | HFD Inyecciones intra-cerebro-
etal., 2015) 35% 8- | ventriculares de pal y HFD
16 aumentaron la expresion de
semanas | marcadores de inflamacion
y regularon a la baja

proteinas de autofagia.
(Kim et al., | Raton Cerebroy Neuro | In vitro- | 50  (0- | pal aumento la expresion
2017) epitelioma (SK- | Invivo | 48h); de proteina precursora
N-MC) HFD amiloide (APP) y la B-
20%(5 secretasa 1 (BACEL) y la

produccién de péptido beta

26



semanas

)

amiloide (Ap) a través del
receptor 40 acoplado a
proteina G (GPR40). pal
acoplado a GPR40 redujo
significativamente la
activacion de Akt la cual es
requerida para la expresion
de HIF-1a y la
fosforilacion de NF-xB
mediadas por
mTOR/p70S6K1
favoreciendo la actividad
transcripcional de los genes
APP y BACEL.
Adicionalmente, al
silenciar APP y BACEL1, se
redujo significativamente
la produccion de AP en
celulas SK-N-MC

sometidas a pal.

(Calvo-

Ochoa et al.,

2017)

Rata

Células humanas
diferencias  de
neuroblastoma
(MSN)

In vitro

200(24h)

Inhibicién de la ruta de
insulina/PI13K/Akt.

(Buratta
al., 2008)

et

Humano

Glioblastoma
GL15

In vitro

600(36h)

pal genero la perdida de la
cardiolipina la cual se
relaciona a la apoptosis via
la liberacién del citocromo
c y la activacion de la

caspasa 3.
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(Hernandez- | Rata Linea celular | Invitro | 100(24h) | pal activa GPR40 e inhibid
Céceres et hipotalamica el flujo autofagico y la
al., 2019) N43/5 sensibilidad a la insulina.
(Tu et al., | Raton Microglia BV-2 | In vitro- | 200 (4h); | Aumento de la expresion
2019) In vivo HFD de IL-6; IL-1 B; TNF-a;
60% (4 | COX2; de la proporcién
semanas | entre pERK/ERK vy la
) reduccion de IkBa un
inhibidor de Nf-kB;
observando el  mismo
efecto en los modelos
animales mas la activacion
de la microglia.
(Hidalgo- Ratén Microglia BV-2 | Invitro | 250 pal incremento la
Lanussa et (12h) produccién de ROS y de
al., 2018) Nf-kB , también redujo el
PMM, la cardiolipina y la
viabilidad celular.
(Tracy et al., | Rata Microglia BV-2 | Invitro | 125 pal induce la activacion de
2013) (24h) la microglia, aumentando
los niveles de mRNA de
citocinas proinflamatorias
IL-1B and IL-6.
(Wang et al., | Raton Microglia Invitro | 25-200 | pal aumenta la expresion de
2012) Primaria (6h & |IL-6 y la activacion
24h) mediada por TLR4de NF-

kB, que conduce al
incremento de TNF-a, IL-
1by la produccion de 6xido

nitroso.
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(Hsiao et al.,

2014)

Humano

Neuronas SH-

SY5Y

In vitro

100- 500
4h &
48h)

Apoptosis  de  células
arresto  del
G2/M,

acumulacién de AB, vy el

neuronales,
ciclo celular
aumento del estrés del RE'y
todos esos efectos fueron
reversados al inhibir la
palmitoilacion  de las

proteinas.

(Park et al.,

2011)

Raton

prenatal

Neuronas,
células
progenitoras
neuronales
(NPCs)

In vitro

50, 100,
200, 400
(24h)

pal redujo la viabilidad de
las NPCs y su proliferacion
elevando el estrés
oxidativo intracelular.
Ademas, una dieta HFD a
corto plazo enriquecida en
pal afecto la neurogénesis
del hipocampo reduciendo
la supervivencia de las
células que se generan y de
los niveles de BDNF en el

hipocampo.

(Sergi et al.,

2018)

Raton

Neuronas

primarias

In vitro

200 (6h-
24h)

pal induce la expresién de
IL-6 y TNF-a
independientemente de la
activacion de TLR4, pero,
parcialmente, via sintesis

de ceramida.

(Yan et al.,

2016)a

Rata

Células retinales
ganglionares
RGC-5

In vitro

100(24h)

Aumento la muerte celular

por el incremento de ROS
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Tabla de revisidn sobre los efectos que genera pal y en cerebro y sus diferentes células, la concentracién usada de pal

en los estudios fue transformada a uM. Abreviaciones h = horas, HFD = dieta rica en grasas saturadas.

6.2. Astrocitos

Los astrocitos son células gliales que tienen funciones en el CNS de soporte estructural y
metabdlico (Brown and Ransom, 2007; Buckman et al., 2014; Cabezas et al., 2014). Entre sus
funciones estan: el acoplamiento intercelular a través de canales de union GAP, captacion de
neurotransmisores como el glutamato para evitar la excitotoxicidad en las neuronas, sefializacion
de calcio, gliotransmision, participacion en la sinapsis tripartita (Garzon et al., 2016; Ricci et al.,
2009; Steele and Robinson, 2012). Los astrocitos mediante las uniones GAP, intercambian iones
con las neuronas, liberan factores neurotréficos los cuales median sefializaciones relevantes para
el funcionamiento neuronal (Pannasch and Rouach, 2013). A nivel metabdlico los astrocitos son
los responsables de multiples funciones. Dentro de éstas incluye la captacidn de glucosa (Bélanger
et al., 2011), el almacenamiento y sintesis de glucégeno (Brown and Ransom, 2007; Pellerin and
Magistretti, 2012), consumo de acidos grasos para brindar lactato a las neuronas (Panov et al.,
2014), porque ademas de contar con una estructura celular Gnica que les permite no solo percibir
cualquier cambio en el entorno y responder dindmicamente a los cambios extracelulares también
pueden responder o contribuir a los requerimientos metabdlicos neuronales, proporcionando
fuentes de energia a partir de sustratos captados desde el flujo sanguineo (Bélanger et al., 2011).
Los astrocitos también tienen otras funciones que son consideradas fundamentales para el
funcionamiento neuronal, debido a que degradan la glucosa hasta producir lactato el cual sera
transportando a las neuronas para ser usado para suplir su demanda metabdlica (Dringen and
Hirrlinger, 2003) y también captan el glutamato el principal neurotransmisor excitatorio evitando
el dafio neuronal por excitotoxicidad (Garzén et al., 2016) y adicionalmente lo astrocitos
transforman el glutamato, en glutamina y lo transportan nuevamente a las neuronas para que pueda
ser usado en sus demandas metabdlicas o para sintetizar nuevamente glutamato (Lee et al., 2010).
Esta propiedad se cumple por la presencia especifica de los transportadores de aminoacidos
excitatorios (EAAT) 1y 2 que se encuentran en la membrana plasmatica de los astrocitos y en el
cerebelo las células Bergman (Medina-Ceja et al., 2007; Pellerin and Magistretti, 2012). Ademas,
estas células cuentan con sistemas antioxidantes especiales entre los cuales estan el glutation

peroxidasa, la hemo oxigenasa | y la catalasa, enzimas antioxidantes que tienen la finalidad de
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proteger al cerebro del exceso de ROS (Bélanger et al., 2011; Shih et al., 2003). Asimismo, se han
reportado los astrocitos como las células que apoyan considerablemente el sostenimiento de la BHE
(Bak et al., 2006) y la produccion de factores de crecimiento (Chen and Swanson, 2003). En
conjunto estas funciones son consideradas esenciales para el mantenimiento funcional del sistema
nervioso central y para su reparacion durante los episodios de lesion o insulto (Garzén et al., 2016;
Karki et al., 2014a).

6.3. Desregulacion del metabolismo lipidico en astrocitos y la relacion con Enfermedades
neurodegenerativas

Los lipidos juegan un papel fundamental en la funcion de los astrocitos, incluida la generacion de
energia, la fluidez de la membrana y la sefializacion de célula a célula. En la actualidad, existe
evidencia emergente de que el almacenamiento de lipidos en los astrocitos en las “lipid-droplets”
(LD) cumple un papel fisiolégico y protector para el CNS, generando una respuesta rapida ante el
aumento o deplecion de los AGs (Lee et al., 2020). Esto vincula la B-oxidacion en los astrocitos
con la inflamacion, la sefializacion, el estrés oxidativo y la generacion de energia mitocondrial en
las neuronas. La alteracién del metabolismo, la estructura y la sefializacién de los lipidos en los
astrocitos puede conducir a mecanismos patogénicos asociados con una variedad de enfermedades

neuroldgicas. (Lee et al., 2020).

Se ha observado la relacion entre la obesidad y dafios al cerebro y diferentes NDs, como EP y EA
(Martin-Jiménez et al., 2016; Miller and Spencer, 2014; Rhea et al., 2017). En personas obesas los
astrocitos pueden mostrar fallas en sus funciones homeostaticas normales y el aumento de
metabolitos tdxicos tras el evento patoldgico (Martin-Jiménez et al., 2017), generando sefiales
moleculares que inducen la activacion y migracion de los astrocitos al sitio de la lesion, volviéndose
reactivos, proceso conocido como gliosis (Martin-Jiménez et al., 2017). Los astrocitos reactivos
juegan un papel complejo en diferentes situaciones patologicas favoreciendo la respuesta inmune,
pero si su reactividad se torna cronica puede causar dafios o dificultar le recuperacion neuronal,
durante el proceso de las enfermedades neurodegenerativas, los astrocitos responden y alteran
drasticamente sus fenotipos aumentando de tamafio, favoreciendo su proliferacion y liberacion de
factores pro inflamatorios (Cabezas et al., 2014; Karki et al., 2014a; Pekny and Pekna, 2014).
Recientemente, un estudio de Chen et al. ha descubierto que la delecién especifica de astrocitos de
SRY-box 2 (Sox2) en ratones adultos disminuye en gran medida la respuesta glial a una lesion por
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impacto cortical controlada y beneficia la recuperacion conductual de los ratones después de una
lesion cerebral traumatica (Chen et al., 2019). Estos datos sugieren fuertemente que las vias
dependientes de Sox2 en los astrocitos reactivos pueden estar especificamente dirigidas a la

recuperacion cerebral después de una lesion (Li et al., 2019).

Se han identificado dos fenotipos distintos de astrocitos reactivos en ratones, dependiendo de la
lesion de inicio, en los que los Al son inducidos principalmente por inflamacion inducida por
lipopolisacéridos, mientras que los A2 son causados principalmente por isquemia. Como se
describe en esta revision, en NDs, como EA, EP, Esclerosis lateral amiotréfica (ELA) y Esclerosis
maultiple, los astrocitos reactivos pueden involucrar funciones neuroprotectoras y
neurodegenerativas. Este efecto depende en gran medida de las moléculas que producen y secretan

en el microambiente alrededor de las neuronas (Li et al., 2019).

Por otra parte, Los astrocitos juegan un papel fundamental no s6lo en la degeneracién especifica
de las neuronas motoras espinales en la ELA, sino también en la neurodegeneracion en otras partes
del CNS en una amplia gama de NDs, tanto por ganancia como por pérdida de funciones, tanto en
humanos como en modelos de enfermedad en roedores. La identificacion de factores solubles
derivados de astrocitos responsables tendré un gran alcance e implicaciones para la investigacion

basica, mecanicista y traslacional (Liddelow and Sofroniew, 2019).

6.4. Estrégeno como neuroprotector

El estrdgeno es una hormona sexual femenina que tiene como funcion el desarrollo de caracteres
sexuales secundarios, acumulacion de grasa y regulacién del ciclo femenino (Lizcano and
Guzméan, 2014; Sadava et al., 2014). Se sabe que al entrar a la menopausia que al entrar en la
menopausia se reduce considerablemente la produccion de estrogeno, generando diversos efectos
en las mujeres tales como, osteoporosis, aumento de peso, perdida de libido, sequedad vaginal
(Kloosterboer, 2011). Adicionalmente, se descubrié que al llegar a la menopausia las mujeres
empezaron a mostrar déficit de atencion y memoria, posteriormente se empez0 a aplicar la terapia
de reemplazo hormonal usando estrogenos, donde se evidencid que las mujeres que estaban bajo
esta terapia mostraban mejores resultados en memoria verbal y visual que el grupo control (Zhao
et al., 2005); asi mismo se evidencid que si la terapia se empezaba poco después del inicio de la
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menopausia se recuperaban completamente las facultades mencionadas anteriormente, pero si se
empezaba la terapia mucho tiempo después del inicio de la menopausia mostraban una mejora,
pero no lograban tener una recuperacion total, teniendo en cuenta su estado previo a la menopausia
(Zhao et al., 2005). Se han observado los efectos neuroprotectores del estrogeno en diversos
modelos, entre ellos roedores (ratones, ratas y jerbos), donde se report6, que después de una lesion
traumaética cerebral, disminuia la mortalidad y tenian mayor recuperacién las hembras que los
machos; ademas, estudios han reportado que al inhibir la enzima Citocromo P450 aromatasa,
encargada de la biosintesis del estrdgeno, también se reducian los efectos neuroprotectores, al
compararlos con animales control con la aromatasa funcional (Brann et al., 2007; Liu et al., 2007).
Asi mismo, se mostrd que las mujeres tienen menores dafios y tazas de fatalidad en los derrames
cerebrales al ser comparadas con los hombres (Brann et al., 2007). Los efectos protectores del
estrogeno también se observan en otras células como microglia y astrocitos, en la microglia la
reactividad excesiva con lleva a aumentar los procesos inflamatorios, causando efectos nocivos
para el sistema nervioso y el tratamiento con estrogeno es capaz de reducir la actividad de la
microglia disminuyendo la inflamacién y los dafios causados por esta, mediante la disminucion
de la expresion: Nf-kB, IkB y iNOS (Acaz-Fonseca et al., 2014; Brann et al., 2007; Lanussa et al.,
2016).

Estudios recientes han demostrado que los estrogenos aumentan la liberacion del factor de
crecimiento TGF-P el cual favorece a la neuroproteccion (Acaz-Fonseca et al., 2014); asi mismo
el estrogeno promueve la liberacidn de glutamina por parte de los astrocitos (Brann et al., 2007),
la cual es usada por las neuronas para la sintesis del glutamato, ademas el estrégeno aumenta la
expresion de los transportadores de transportador glutamato aspartato (GLAST) y el transportador
de glutamato 1 (GLT-1) en astrocitos mediante los factores TGF-o y TGF-p, reduciendo de esta
manera la toxicidad del medio, por otro lado el B-estradiol eleva la expresion de otros factores
neuroprotectores como el factor neurotrofico derivado del cerebro (BDNF), el factor neurotréfico
inducido de células gliales (GDNF), el factor de crecimiento nervioso (NGF) (Brann et al., 2007;
Karki et al., 2014a). Ademas, el estrogeno reduce la proliferacion excesiva e inflamacion de los
astrocitos, atenuando los dafios causados por el proceso de gliosis. Por otra parte, el estrogeno
tiene la capacidad de controlar la produccion de NO por medio de la 6xido nitrico sintasa (iNOS),
protege las mitocondrias al regular la actividad de enzimas antioxidantes como la catalasa, el

glutation peroxidasa y la superdxido dismutasa (Garzon et al., 2016). La respuesta del estrégeno
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es modulada por la interaccion de este mismo con los receptores de estrégeno o, p y GPR30,
desencadenando diversas respuestas (Brann et al., 2007; Garzon et al., 2016; Karki et al., 2014b,
2014a).

6.5. Receptores de estrogeno

Los receptores de estrogeno se dividen en dos tipos que son el receptor de estrogeno a y el receptor
de estrdgeno B (Zhao et al., 2005). Pertenecen a un mismo grupo de receptores, que comparten
caracteristicas con la super familia de receptores nucleares, los cuales se componen de un extremo
N-terminal que sirve para su activacion, un dominio altamente conservado de unién al ADN y un
motivo de 4 dedos de Zinc (Zhao et al., 2005). Los receptores de estrégeno pueden ubicarse en
diferentes regiones celulares como en el citoplasma, nucleo y del RE (Govind et al., 2003; Welsh
et al., 2012; Yang et al., 2004). Cuando hay interaccion entre el receptor de estrégeno y el
estrogeno, ocurre una translocacién del receptor al nicleo de la célula seguido por la unién a sus

elementos de repuesta a estrogeno ubicados en el ADN (Rey et al., 2009).

Algunos de los mecanismos gendmicos de proteccion del estrogeno que se han descrito son el
aumento de la expresién del gen anti apoptético bcl-2 en neuronas tanto de ratas como de humanos
y también la reduccion produccion del gen proapoptético BAD (Arevalo et al., 2015). Ademas de
sus acciones gendmicas, el estradiol también tiene mecanismos no genémicos mediados por los
receptores GPR30/GPERL1 y se ubican en el RE y/o en la membrana celular generando respuestas
protectoras rapidas, pero de menor duracion (McEwen et al., 2012; Wang et al., 2014).

Los astrocitos expresan ambos receptores de estrégeno (o y B) y el receptor GPR30 (Karki et al.,
2014b). Las respuestas no gendmicas del estrogeno ayudan a potenciar la activacion de ERK y Akt
en la corteza cerebral, donde Akt inactiva las quinasas apoptéticas BAD y GSK-3f (Karki et al.,
2014b). Ademas despues de una isquemia en el hipocampo Akt estd asociado con la reduccion de
los factores proapoptoticos MLK3-Mkk4/7-JNK1/2 en la region CAL del hipocampo (Brann et al.,
2007). Por otra parte, el estrégeno hace que los astrocitos reduzcan la cantidad de citoquinas
proinflamatorias y liberen factores con efecto neuroprotector (Karki et al., 2014b). Sin embargo,
el estrégeno tiene efectos negativos en el cuerpo ya que su uso se ha relacionado con un aumento

en la incidencia de cancer en los tejidos de Utero y mama, por esta razén se han empezado a utilizar
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diferentes compuestos que eviten los efectos secundarios del estrogeno (Arevalo et al., 2011,
Garzén et al., 2016; Lopez-Rodriguez et al., 2015).

6.6. Tibolona desde el enfoque de esteroide neuroactivo

Los STEARs se definen como compuestos con actividad estrogénica y que tienen modo de accion
selectivo de tejidos y un particular metabolismo que regula los niveles de ligandos, segiin Reed y
Kloosterboer (2004), STEARs también muestran 1) accion estrogénica sobre el hueso, vagina y
cerebro sin afectar la mama o el endometrio, 2) modulacién previa a la union con el receptor de los
de ligandos y 3) efectos agonistas sobre el receptor alfa de estrégenos (Reed and Kloosterboer,
2004).

La molécula insignia de los STEARS, para el uso de la terapia de reemplazo hormonal es la tibolona
(Reed and Kloosterboer, 2004). Debido a que ayuda con sintomas como la sequedad vaginal,
aumenta densidad dsea, libido, generando menos efectos adversos que otros compuestos de la
terapia de reemplazo hormonal (Gupta et al., 2013; Lopez-Rodriguez et al., 2015). Este esteroide
sintético tiene actividad, androgénica, progestogénica y estrogénica (Lopez-Rodriguez et al.,
2015).

La tibolona se metaboliza generando tres metabolitos diferentes: 3-alfa-hidroxi y 3-beta-hidroxi
tibolona producidas por accion de la 3-alfa y 3-beta-hidroxiesteroide deshidrogenasa y delta-4
tibolona que es un isdbmero metabolizado por la 3-beta-hidroxiesteroide deshidrogenasa (Escande
et al., 2009; Kloosterboer, 2001; Lopez-Rodriguez et al., 2015), teniendo 3-alfa- y 3-beta-hidroxi-
tibolona como compuestos con accidn estrogénica y la delta-4 tibolona con accion progestogénica
y androgénica (Escande et al., 2009; Guzman et al., 2007). Es importante resaltar que este ultimo
metabolito se forma en el endometrio, previniendo la accion estrogénica en el endometrio (Del Rio
et al., 2020; Kloosterboer, 2011), asi protegiendo este tejido de cancer por respuesta estrogénica
(Modelska and Cummings, 2002). Por otra parte, ambos metabolitos estrogénicos estan formados
por enzimas aldo-ceto reductasa (AKR), el higado tiene la enzima especifica AKR1C4 que produce
predominantemente 3-alfa-hidroxi-tibolona (Steckelbroeck et al., 2006). Mientras que las enzimas
AKR1C1y AKR1C2, se expresan predominantemente en las gonadas, las glandulas suprarrenales
y el cerebro (Khanna et al., 1995), y producen 3-beta-hidroxi-tibolona (Verheul and Kloosterboer,
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2006). Estos metabolitos son agonistas del receptor de estrogeno y se unen preferentemente al
receptor de estrogeno a (Del Rio et al., 2020; Kloosterboer, 2004). Aunque los mecanismos de
neuroproteccion aun no se han dilucidado completamente estudios en animales sugieren que puedes

ser Util ante determinados tipos de dafio neuronal (Pinto-Almazén et al., 2017).

Entre los factores inductores de dafio que se han investigado estan la menopausia (Albertazzi et al.,
2000; Fluck et al., 2002; Gupta et al., 2013; Somunkiran et al., 2007), la administracion de farmacos
(Palomba et al., 2008), la ovariectomizacion prolongada (Espinosa-Raya et al., 2012; Gibbs et al.,
2006), el estrés oxidativo (Farfan-Garcia et al., 2014; Pinto-Almazan et al., 2014) y el
envejecimiento (de Aguiar et al., 2008). Ademas, la tibolona se ha propuesto como modulador
endocrino (Genazzani et al., 2006) y regulador de neurotransmisores (Espinosa-Raya et al., 2012;
Pinto-Almazan et al., 2017).

Puntualmente la tibolona, tiene un papel positivo en tres objetivos terapéuticos en el tratamiento
de patologias neurodegenerativas: potenciacion sinaptica, disminucion de la neuroinflamacion y
modulacion de la gliosis reactiva (Del Rio et al., 2020). Ademas, la tibolona aumenta la expresion
de neuroglobina y disminuye los niveles de estrés oxidativo en el cerebro (Avila-Rodriguez et al.,
2016). Disminuye la fosforilacion de la proteina tau en machos y hembras cuando se utiliza en
modelos animales (Neri-Gomez et al., 2017; Pinto-Almazan et al., 2018). Ademas, al tener en
cuenta los efectos beneficiosos observados en ratas macho, la tibolona podria usarse tanto en
hombres como en mujeres (Del Rio et al., 2020). Sin embargo, existen marcadas diferencias
sexuales en la expresion de las enzimas que participan en el metabolismo de la tibolona (Alnouti
and Klaassen, 2011; Del Rio et al., 2020), aunque no existen estudios que consideren posibles

diferencias sexuales en la metabolizacion de la tibolona (Del Rio et al., 2020).

Por otra parte, uno de los efectos reportados al estudiar la menopausia es que la memoria se puede
ver afectada y se han hecho varios estudios para observar los efectos de la tibolona sobre la
memoria y cognicion (Pinto-Almazan et al., 2017). Uno de eso es el estudio de Albertazzi et al.,
(2000) inform0 que las mujeres posmenopausicas tratadas con tibolona por 6 meses, mostraron
mejoras en la memoria semantica a largo plazo de manera similar a mujeres que reciben el farmaco
Kliogest (estradiol y un progestageno (noretisterona acetato)) (Albertazzi et al., 2000). Este efecto
podria ser explicado porque la tibolona disminuye la globulina fijadora de hormonas sexuales, y

esto podria aumentar la biodisponibilidad de estrégeno y testosterona (Hofling et al., 2005; Pinto-
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Almazan et al., 2017). Lo anterior se corrobora con otro estudio observando los efectos cognitivos
de la terapia de remplazo hormonal con una duracion de 10 afios, mostrando mejorias en memorias
semantica, pero no hubo cambios en la memoria episédica, no obstante, entre los farmacos
estudiados tibolona fue la que mostro peor desempefio en atencion sostenida y tareas de
planificacion (Fluck et al., 2002; Pinto-Almazan et al., 2017).

El tratamiento con tibolona en ratas ovariectomizadas jovenes, adultas y ancianas, mejoro la
memoria en una prueba de evitacion pasiva de tipo reductor (Aguiar et al., 2006). En un modelo de
menopausia, se evidencio que dosis de tibolona entre 1 y 10 mg/kg mejoraron el aprendizaje
aumentando las latencias del laberinto en forma de T en comparacion con el grupo que recibio
unicamente el vehiculo (de Aguiar et al., 2008). Se ha reportado que en ratas adultas
ovariectomizadas el tratamiento con tibolona usando 0.5 mg/kg, disminuy¢ significativamente el
contenido de proteina tau hiperfosforilada y aument6 la cantidad tau defosforilada. Estos se
relacionan con el aumentada de la fosforilacion de GSK3 en el hipocampo y el cerebelo. Sugiriendo
indican que la tibolona puede modular la fosforilacion de tau y, lo cual puede ayudar determinadas
tauopatias, como el Alzheimer (Guerra-Araiza et al., 2007; Pinto-Almazéan et al., 2012). Otro
estudio informé que en un modelo de estrés oxidativo en roedores, se observaron efectos
neuroprotectores de la tibolona con una dosis de 1 mg/kg para reduciendo, el dafio cognitivo, motor
y la muerte neuronal en la region CA3 del hipocampo (Farfan-Garcia et al., 2014; Pinto-Almazan
etal., 2017).

En ratas jovenes ovariectomizadas se observo que la tibolona redujo los niveles de peroxidacién
lipidica en el hipocampo (de Aguiar et al., 2008). Cabe mencionar que la ovariectomizacion no es
un modelo adecuado para evaluar estrés oxidativo ya que no se observaron cambios importantes
alrededor del estrés. Sin embargo, se encontraron efectos benéficos con los tratamientos tibolona.
(Pinto-Almazan et al., 2017). No obstante, se ha reportado en un modelo de estrés oxidativo, que
el tratamiento con tibolona (1 mg / kg / dia) antes de la exposicion cronica al ozono previno el
aumento de marcadores de estrés oxidativo como 4-hidroxinonenal y nitro tirosina (Pinto-Almazan
et al., 2014), especificamente en la region CA3 del hipocampo (Farfan-Garcia et al., 2014; Pinto-
Almazan et al., 2017).

Por otra parte, la tibolona ha mostrado efectos protectores en diferentes células del cerebro, como

en células de microglia sometidas a un insulto lipotdxico con pal, reduciendo la muerte celular, y
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la produccién de ROS vy la respuesta inflamatoria (Hidalgo-Lanussa et al., 2018). También, se ha
reportado que la tibolona protege contra la privacion de glucosa en un modelo de glioblastoma de
astrocitos humanos (células T98G) (Avila Rodriguez et al., 2014). Similarmente, tibolona ha
protegido las células T98G en un modelo de lipotoxicidad por pal, reduciendo la muerte celular,
reduciendo la expresion incrementada de TERT, evitando la perdida de potencial de membrana
mitocondrial y de la cardiolipina y reduciendo genes de respuesta inflamatoria como IL-6, IL-1B
(Gonzalez-Giraldo et al.,, 2018, 2019). Adicionalmente, con astrocitos humanos normales
sometidos a pal 2uM, se reportd que la tibolona 10nM, redujo la muerte celular, produccién de
superoxido, perdida de cardiolipina y la fragmentacion nuclear (Martin-Jiménez et al., 2020).
Ademas, se ha evidenciado como los metabolitos de tibolona activan los receptores de estrégeno
alfa y beta en astrocitos humanos (Guzman et al., 2007). Los diferentes estudios sugieren que la
tibolona podria mediar efectos protectores en algunas de las células previamente mencionadas. No
obstante, es necesario realizar mas estudios para determinar si la tibolona tiene efectos sobre la
neuroinflamacion, y la astrogliosis reactiva (Acaz-Fonseca et al., 2016; Pinto-Almazén et al.,
2017).

Teniendo en cuenta la evidencia discutida, la tibolona se puede considerar como un farmaco
adecuado para la terapia de reemplazo hormonal en pacientes peri menopausicas y como un agente
neuroprotector prometedor (Del Rio et al., 2020). En este sentido, dado que la terapia con esteroides
neuroactivos ha allanado el camino para mejorar los resultados clinicos en enfermedades
neurodegenerativas (Vegeto et al., 2020) como la EAy la EP (Reddy and Estes, 2016), el accidente
cerebrovascular (Andrabi et al., 2017) y los trastornos psiquiatricos como los sintomas depresivos
y psicéticos (Weiser et al., 2019). Por lo anterior, mas estudios deberian considerar el uso de la
tibolona como un agente terapeutico, que no se centre Unicamente en la terapia de reemplazo

hormonal sino que la aborde como un agente neuroprotector (Del Rio et al., 2020).

6.7. Protedmica
La protedmica se basa en la separacion, identificacion y cuantificacion de proteinas, asi como sus
interacciones y sus relaciones (Joshi & Patil, 2017), el termino protedmica fue acufiado en 1994

por Marc Wilkins, refiriéndose “al complemento proteinico del genoma”, pero su definicion puede

variar desde "analisis de proteomas a gran escala” hasta "analisis simultaneos de todas las proteinas
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en la célula" (Parker et al., 2010). Para llevar a cabo varios métodos es necesario separar las
proteinas, esto se puede realizar mediante diferentes métodos como la electroforesis bidimensional
(2-DE) (Cho, 2007; Mishra, 2010), este método consiste en la separacién de proteinas por el punto
isoeléctrico y luego en el gel por la masa molecular, esta técnica se ha mejorado con la inclusién
de gradientes de pH obteniendo una mayor resolucién (O’Farrell, 1975). Sin embargo, el método
tradicional no puede identificar proteinas desnaturalizadas de 10 a 200 kDa, asi como proteinas
con un peso <10 kDa o proteinas con concentraciones bajas, por lo que se han desarrollado
plataformas para mejorar la tecnologia 2-DE permitiendo la separacién de este tipo de proteina se
utilizé con un método como la electroforesis en gel de diferencia de fluorescencia bidimensional
(DIGE), que reduce las variaciones de gel a gel utilizando marcadores fluorescentes de cianina,
tiene mas resolucion y también permite cuantificaciones (Joshi & Patil, 2017). Otro método para
la separacion es la cromatografia, la cual consiste en el paso de péptidos o proteinas por una
solucion en un solvente apropiado sobre una matriz sélida, la cromatografia se clasifica
dependiendo del tipo de matriz utilizada como cromatografia liquida o columna, cromatografia en
el papel, cromatografia en gel fino y cromatografia de gases, el tipo de cromatografia mas relevante
para los estudios de protedmica es la cromatografia liquida que es la mas adecuada para
espectrometria de masas, pero también ha mejorado a la cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC) al aumentar la presion en el columna y cambiar por esferas mas pequefias dando al método

una resolucién mejorada (Mishra, 2010).

Luego de la separacion, se realiza la identificacion de proteinas, siendo la degradacion de Edman
el primer método que se desarrollé basandose en la identificacién de un aminodacido a la vez desde
el extremo N-terminal del péptido, el primer aminoéacido N- terminal se hace reaccionar con fenil-
isotiocianato, luego el aminoacido N-terminal se separa por hidrolisis como un complejo ciclico
del amino&cido N-terminal llamado fenilhidronio dejando intacto el péptido acortado (Mishra,
2010). Con el tiempo han surgido otros métodos, como la espectrometria de masas y microarrays
para proteinas o proteoarrays, esta configuracion proporciona una plataforma para realizar un
analisis robusto de muchas muestras de proteinas, esta tecnologia permite detectar niveles bajos de
proteinas y se utilizan para estudiar la bioquimica actividades de un proteoma completo en un solo
experimento, asi como interacciones proteina-ADN, proteina-proteina y otras, algunas de ellas
utilizan anticuerpos para atrapar un conjunto de proteinas elegidas por el investigador (Cho et al.,
2008; Joshi and Patil, 2017a).
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La espectrometria de masas funciona segun el principio de que las moléculas pueden ionizarse y,
por lo tanto, pueden separarse en funcion de su relacion masa-carga (m/z), el espectrometro de
masas (ms) se compone de una fuente de ionizacion, un analizador y un detector; la fuente debe
poder producir iones, el analizador debe poder separar estos iones de acuerdo con su relacién masa-
carga y el detector debe tener la capacidad de detectar particulas cargadas y luego amplificar la
respuesta para dar una sefial medible (Parker et al., 2010). Una de las fuentes de ionizacion es el
laser de desorcion/ionizacion asistida por matriz (MALDI), la ionizacion de MALDI utiliza un
laser que golpea la muestra sélida hasta que captura la energia del laser y luego se rompe en
pequefios pedazos liberandolos como iones desprendidos con carga baja y en ese momento las
moléculas son aceleradas por un campo eléctrico que registra su tiempo de vuelo (TOF) siendo
Ilamado MALDI-TOF (Cho et al., 2008). Posteriormente, generaron la desorcion/ionizacion laser
mejorada en la superficie (SELDI-TOF), la cual es una actualizacion de MALDI-TOF que permite

procesar muestras complejas (Gomes-Alves et al., 2010).

Por otra parte, existen diferentes técnicas, como la ionizacién por electrospray (ESI) que consiste
en una ionizacién en fase liquida de la muestra mediante el uso de un campo electromagnético
formando pequefias gotas cargadas y que se liberan como un aerosol, cuando el solvente empieza
a evaporarse de las gotitas las proteinas quedan desprendidas en el medio, a medida que las
moléculas se cargan positivamente, la relacion masa/carga es suficiente para analizar la muestra
mediante ms (Cho, 2007; Joshi and Patil, 2017b). Posteriormente se desarrollé otro disefio usando
una trampa de iones lineales (LIT), un espectrometro de masas con ESI y MALDI denominado
MALDI-LIT-ESI, este disefilo permite utilizar en la misma muestra dos fuentes de iones
independientes/canales Opticos de iones conectados en extremos opuestos de un Unico analizador
de masas permitiendo al sistema la introduccion simultanea de iones de doble canal, analisis y
conmutacion electronica de alto ciclo de trabajo (<1 s) entre canales ionicos (Cho, 2007; Joshi and
Patil, 2017a; Smith et al., 2007).

Los métodos proteGmicos cuantitativos basados en ms se dividen en 3 grupos diferentes: 1. marcaje
guimico/enzimatico; 2. marcaje metabdlico y 3. sin marcaje o label-free (Tabla 2) (Chen et al.,
2015). Los métodos de marcaje quimico/enzimatico introducen el marcaje de masa en las proteinas

0 peptidos y se realizan in vitro, el marcaje metabolico también etiqueta la proteina o los péptidos,

40



pero se usan in vivo o ex vivo, y label-free en cambio no necesita ningun tipo de marcaje (Chen et
al., 2015).

El marcaje quimico consta de: etiquetas de afinidad codificadas por is6topos (ICAT) que utilizan
un enlazador pesado con deuterio y un enlazador ligero para diferenciar las muestras y obtener una
cuantificacion relativa a través de ms (Han et al., 2001; Shiio and Aebersold, 2006), etiquetas
isobaricas para cuantificacion relativa y absoluta (iTRAQ) (Choe et al., 2007; Philip L. Rossi,
2004), etiquetas de masa en tandem (TMT) (Thompson et al., 2003), marcaje de di metilo que ha
sido utilizado con espectrometria de masas LTQ para estudiar el cancer en el higado (Boersema et
al., 2009; Hsu et al., 2003; TANG et al., 2013), y un ejemplo de marcaje enzimatico es el marcaje
de 180 que tiene las mismas bases pero en lugar de usar un marcador quimico marcan con la accién
de una enzima cambiando el peso molecular en una de las muestras del oxigeno a 18 y en la otra
muestra a 16 por lo que el espectrometro de masas es capaz de distinguir la precedencia de los

péptidos o proteinas (Miyagi and Sekhar Rao, 2006).

Los métodos de marcaje metabolico en su lugar utilizan la incorporacion biologica de marcadores
de isétopos estables en proteinas en cultivos de células vivas, incluido el marcaje de is6topos
estables por aminoacidos en cultivo celular (SILAC) con diferentes pesos ligero, medio o pesado,
este método se utiliza para obtener el proteoma pero algunas variantes como el SILAC pulsado se
utiliza para obtener proteinas sintetizadas de Novo, también SILAC se ha usado para caracterizar
cambios en diferentes muestras, para distinguir proteinas especificas que interactdan en las redes
de interaccién proteina-proteina, y para analizar el recambio de proteinas celulares en la escala de
todo el proteoma (Chen et al., 2015; Ong et al., 2002; Zhang et al., 2016).

Por otra parte, El marcaje 15N cambia el peso de cada nitrogeno de 14 a 15 en una muestra 'y en la
otra es normal para diferenciar las muestras, este método se usa normalmente en organismos
modelo multicelulares (Gouw et al., 2010; Krijgsveld et al., 2003). El Bio-ortogonal Non Canonical
Amino acid Taging (BONCAT) se utiliza para investigar proteomas sintetizados de Novo, en el
primer paso de BONCAT, las proteinas recién sintetizadas se marcan utilizando el aminoéacido
transportador artificial azidohomoalanine (AHA) o el aminoacido que lleva al6fono
Homopropargilglicina (HPG) como sustituto de la metionina, dando a las proteinas una nueva
funcionalidad de azida o alquino con la reaccion de marcado de azida-alquino de cobre catalizado

que formara una etiqueta de afinidad portadora que se unird a los aminoacidos de la muestra que
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sirve para distinguir sacarlos de la reserva de proteinas preexistentes (Glenn et al., 2017; Landgraf
et al., 2015). Y el método BONLAC se desarroll6 a partir de la fusion de SILAC + BONCAT, que
se utiliza para obtener el proteoma de cortes de tejido y marcar proteinas sintetizadas de Novo
(Bowling et al., 2016).

Mientras tanto, los métodos sin marcaje o label-free se comparan sin marcar las proteinas o
péptidos, pero midiendo los cambios de intensidad de los iones en la cromatografia o contando el
namero de espectros de fragmentos que identifican los péptidos de una proteina determinada (Chen
et al., 2015), normalmente estos métodos utilizan ESI acoplados a LC 0 HPLC y ms, tienen menor
resolucion pero son mas faciles de ejecutar y son rapidos, ademas de tener capacidad para mas
muestras (Tabla 2) (Syahir et al., 2015).

Tabla 2. Tabla de comparacion de los diferentes métodos de protedmica

Métodos de | Introducci | Nivel del | Tipo de muestra Numero de | Precisidn Cobertur
cuantificacion 6n del | etiqueta condiciones | de la|a del
etiquetad | do comparables | cuantificac | proteom
o ién a
cuantitat
ivo

Etiquetado metabdlico

Silac ex vivo, in | Proteina | Células, tejidos o | hasta5 +++ ++
vivo S animales

15N ex vivo, in | Proteina | Células 2 +++ ++
vivo S

Etiquetado quimico

ICAT in vitro Proteina | Cualquier muestra 2 ++ ++
s

iTRAQ in vitro Péptidos | Cualquier muestra hasta 4 o | ++ ++
hasta 8

TMT in vitro Péptidos | Cualquier muestra hasta 6 o | ++ ++
hasta 10

Etiquetado con | invitro Péptidos | Cualquier muestra 3-Feb ++ ++

dimetil

Etiquetado enzimatico

180 in vitro Péptidos | Cualquier muestra 2 + +++
Sin etiqueta o label-free

Intensidad de iones | n.a n.a Cualquier muestra Sin limites + +++
Conteo de | n.a n.a Cualquier muestra Sin limites + +++
espectros
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Tabla modificada de (Chen et al., 2015). Tabla que consigna las diferencias clave de los diferentes métodos de
marcaje de protedmica, en cuanto a la cantidad de muestras posibles a comparar, tipo de muestras, cobertura
del proteoma y la precision dada por cada método. Abreviaciones: (n.a = no aplica; += bueno; ++ = muy bueno;

+++ = excelente).

Algunas de las aplicaciones de la protedmica en neurociencias “Neuroprotedmica’ han sido el uso
de BONLAC para determinar la sintesis de Novo de proteinas en cortes de cerebro de rata (Bowling
etal., 2016), la caracterizacion del proteoma después de una lesion cerebral traumatica que muestra
los cambios en la expresion y vias alteradas principalmente las relacionadas con la supervivencia
celular (Kobeissy et al., 2008), algunos otros estudios buscan biomarcadores para diferentes
enfermedades como Ataxia-Telangiectasia caracterizando el proteoma de pacientes con esta
enfermedad y obteniendo 13 proteinas que han sido fosforiladas y relacionadas con enfermedades

neurodegenerativas (Collection et al., 2014).

En astrocitos, la protedmica se ha utilizado para determinar marcadores celulares como la proteina
del &cido fibrilar glial (GFAP) (Yang et al., 2005), identificar el secretoma de los astrocitos (Dowell
et al., 2009; Han et al., 2014), en tratamientos como aplicar BDNF a los astrocitos obtienen el
proteoma y observaron la reduccion de CX43 (Miiller et al., 2015) y cambios en el proteoma en
astrocitos presinapticos en el modelo de plasticidad sinaptica inducida por miedo que muestra una
reduccion de la reduccion de los transportadores de glutamato GLAST y GLT-1 en los astrocitos
4 horas después del estimulo (Carney, 2014). También, se obtuvo el proteoma completo de las
diferentes células de cerebros de raton entre estas los astrocitos, usando métodos label-free (Sharma
et al., 2015). Otro estudio uso ratones con bajo HFD vy los trato con antioxidantes para reversar el
dafio causado por el exceso de grasas (Smine et al., 2017). La mayoria de los métodos se
desarrollaron con protedmica label-free debido a que cada vez mejora su resolucién y poder
predictivo a medida que mejoran los espectrometros de masas y con la combinacion de métodos
que usan el aprendizaje de maquina como la adquisicion boxcar (Meier et al., 2018), 0 métodos
como Prosit para la prediccion de péptidos desde librerias construidas previamente para entrenar
el algoritmo (Gessulat et al., 2019).

43



6.8. Biologia de sistemas

De manera tradicional, al estudiar procesos bioldgicos se buscan mecanismos puntuales utilizando
el método hipotético deductivo, generando una hipdtesis que serd confirmada o rechazada, al
confrontarla con resultados experimentales, mientras que la biologia de sistemas utiliza un enfoque
basado en la modelizacién matematica de los procesos en estudio (Thiele et al., 2013). Como
resultado de la simulacién, se obtiene una serie de predicciones del estado de dicho proceso
bioldgico que corresponderian a los resultados experimentales esperados (Lerman et al., 2012).
Durante las simulaciones, la red de interacciones entre los elementos que componen el proceso
biologico se representa mediante un sistema de ecuaciones diferenciales. Los valores de las
caracteristicas de dichos elementos a distintos tiempos y bajo las simulaciones de diferentes
condiciones experimentales, se pueden predecir porque la dindmica del estado de ese sistema

modelado es calculable mateméaticamente (Wu et al., 2013).

El paradigma central de la biologia de sistemas desde una aproximacion mecanicista bottom-up se
basa en la siguiente secuencia de eventos: se determinan los componentes, se hace la reconstruccién
de redes, representacion matematica de los modelos in silico y por ultimo, mediante el uso de
diferentes herramientas se hacen los estudios fisiologicos (Palsson, 2015; Thiele et al., 2013) que
relaciona el genotipo con el fenotipo mediante la reconstruccion y el modelo in silico y se compone
de cuatro pasos (Orth et al., 2010):

1. Midiendo los componentes bioldgicos, mediante la generacién de datos proveniente de las
diferentes 6micas y busqueda de datos en la literatura sobre el organismo objetivo, con la finalidad

de enumerar los componentes bioldgicos y los procesos de interés.

2. Reconstruccion de la red y la formulacién de una reconstruccion bioquimica, genética y

gendmica del metabolismo basado en los conocimientos adquiridos previamente.

3. Conversidn de la reconstruccién en un formato matematico y la aplicacién de herramientas de

analisis in-silico.
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4. Usos prospectivos, Los modelos se utilizan para analizar, interpretar y predecir resultados
experimentales. La prediccion corresponde esencialmente a la generacion de hipotesis especificas
que pueden ser probadas experimentalmente (Orth et al., 2010; Palsson, 2015; Thiele et al., 2013)

Por otra parte, las tecnologias émicas (genomica, transcriptomica, proteémica, metabolomica) ha
generado una gran cantidad de informacion sobre diferentes componentes celulares, procesos
celulares y funciones moleculares (del Sol et al., 2010). Mediante la integracion de estos datos de
las 6micas generados de manera experimental, con herramientas computacionales, la biologia de
sistemas busca explicar y predecir comportamientos complejos de sistemas bioldgicos (Thiele and
Palsson, 2010). En diferentes niveles (moléculas, células, organismos, poblaciones, ecosistemas),
analizando las interacciones y/o asociaciones de los componentes totales del sistema, y sus
propiedades emergentes, en vez de estudiar directamente las propiedades de los componentes
individuales en si mismos (Papin et al., 2005). Este enfoque facilita la representacion, descripcion
y simulacion de diferentes modelos como el de las enfermedades, visualizandolas como redes

moleculares dinamicas alteradas (Schellenberger et al., 2010).

Al entender los entes bioldgicos desde una perspectiva de sistemas y redes, se pueden representar
con nodos hechos de diferentes componentes como (genes, metabolitos, RNA, proteinas) y aristas
unen los nodos, representando una relacion que puede ser fisica, enzimatica o funcional (Rozen et
al., 2005). De esta forma, la estructura y topologia de las redes obtenidas estarian moduladas por
perturbaciones externas o ambientales e internas (cambios en la expresion de genes, mutaciones,
expresion de proteinas, fosforilacion de las mismas), y las propiedades especificas de la red
determinarian el fenotipo (perturbadas o fisioldgicas), las enfermedades se consideran como redes
perturbadas (Feist et al., 2009). Ademas, clinicamente, los datos émicos pueden brindar un
panorama que permita plantear o proponer blancos terapéuticos y biomarcadores, subtipos de
enfermedades, medicina personalizada, mecanismos de enfermedades e interacciones
farmacologicas, conllevando a mejores diagnosticos y a nuevos candidatos farmacologicos
(Kedaigle and Fraenkel, 2018; Schneider et al., 2012).

6.9. Procesamiento de datos a gran escala

Debido a que el volumen de datos generado por las diferentes 6micas es cada vez mayor, se ha
vuelto indispensable, la implementacion de métodos computacionales para la interpretacion y
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andlisis de datos a gran escala (Patel-Murray et al., 2019). Por lo tanto se han desarrollado diversos
métodos para reducir la dimensionalidad de grandes conjuntos de datos, agrupar y clasificar
muestras o caracteristicas basados en perfiles moleculares, correlacionando conjuntos de moléculas
o fenotipos, que se encuentran bioldgicamente enriquecidos de una manera significativa, y
comprender la conectividad y las dependencias de moléculas (Altaf-Ul-Amin et al., 2014; Kedaigle
and Fraenkel, 2018; Parikshak et al., 2015; Prathipati and Mizuguchi, 2015; Wood et al., 2015).
Estos métodos pueden ayudar definir las funciones de moléculas desconocidas detectadas por
tecnologias émicas, ademas de predecir y detectar proteinas o complejos que interacttan, analizar
los cambios de secuencias 0 moléculas entre especies, integrar informacion a través de tipos de
datos Omicos, determinar las moléculas méas relevantes dentro del set de datos, encontrar
biomarcadores para el diagnostico de enfermedades, o identificar objetivos farmacoldgicos (Altaf-
Ul-Amin et al., 2014; Patel-Murray et al., 2019).

Los métodos para analizar datos de varias dimensiones provenientes de las dmicas, incluyen las
aproximaciones de reduccion de dimensionalidades y de correlacion (Wood et al., 2015). La
reduccion de la dimensionalidad sirve para proyectar los datos multidimensionales en un nimero
menor de dimensiones, reduciendo la complejidad de los datos, y facilitando la interpretabilidad y
asi clasificar o agrupar las muestras. Las técnicas mas utilizadas incluyen el andlisis de
componentes principales y t-SNE (Giuliani, 2017; Oliveira et al., 2018). Otros enfoques de
correlacion, como el agrupamiento jerarquico y la regresion de minimos cuadrados parciales,
pueden evaluar las dependencias entre caracteristicas 0 muestras de grupo y caracteristicas en
funcién de su similitud (Bourgeois and Kreeger, 2017; McLachlan et al., 2017; Si et al., 2014).

El analisis de vias, amplia los enfoques de correlacion mediante el uso de conocimientos previos
sobre la co-rregulacion genética (Wood et al., 2015). Para esto se usan bases de datos como Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG), Gene Ontology (GO), Reactome y WikiPathways
las cuales relacionan genes y otras moléculas en funcion de sus conexiones mecanicas o relaciones
funcionales (Ashburner et al., 2000; Carbon et al., 2019; Fabregat et al., 2018; Kanehisa et al.,
2017; Slenter et al., 2018). Herramientas de enriquecimiento, como GOrilla e IMPaLA, g:profiler,
amiGO, metascape, utilizan estas bases de datos para realizar un enriquecimiento, dando un valor
estadistico a los diferentes términos que se asocian un conjunto de moléculas (genes, proteinas o
metabolitos) desterminado (Eden et al., 2009; Kamburov et al., 2011; Patel-Murray et al., 2019).
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Por otra parte, otra técnica méas elaborada para modelar datos 6micos es el analisis de redes (Patel-
Murray et al., 2019). Las redes regulacion génica, las redes de interaccion de proteinas y las redes
bayesianas se pueden usar para para identificar conexiones entre moléculas y visualizar las
dependencias de estas en el set de datos (Wood et al., 2015). En algunos casos en estas redes es
posible inferir la causalidad en redes no dirigidas (Patel-Murray et al., 2019). Adicionalmente,
existen varias herramientas computacionales que permiten integrar diferentes capas 6micas,
utilizando redes de interaccion, la eleccion de la herramienta va a depender de los inputs
disponibles, el interactoma de fondo y la pregunta bioldgica que se planea abordar, estas
herramientas incluyen ANIMA, NetworKIN, MAGNETIC, PARADIGM, PathLinker, HotNet2,
Hierarchical HotNet, PIUMet y Omics Integrator (Deffur et al., 2018; Linding et al., 2007; Patel-
Murray et al., 2019; Pirhaji et al., 2016; Reyna et al., 2018; Ritz et al., 2016; Tuncbag et al., 2016;
Vaske et al., 2010; Webber et al., 2018). En estas redes los veértices representan los vinculos
potenciales entre los nodos, ponderados con probabilidades de interaccion, mediante el uso de
algoritmos de aprendizaje automatico, como el algoritmo Prize Collecting Steiner Forest, que va a
generar las subredes mas relevantes para el set de datos ingresado y estas serviran para priorizar
las vias bioldgicas relacionadas a la pregunta de interés (Tuncbag et al., 2013). Dependiendo de los
datos disponibles y del conocimiento previo, otros tipos de modelos pueden ser implementados.
Cuando se conocen varios parametros con anterioridad, se pueden construir modelos matematicos
utilizando ecuaciones diferenciales para proporcionar predicciones detalladas de la dindmica de un
sistema (Simeoni et al., 2018). Sin embargo, la informacion sobre los parametros generalmente se
desconoce y el modelo suele incluir demasiadas variables (Patel-Murray et al., 2019). En este caso,
los modelos I6gicos se pueden utilizar para predecir el comportamiento de un sistema. Los modelos
I6gicos pueden proporcionar una buena aproximacién de un sistema sin la necesidad de un gran

espacio de parametros (Patel-Murray et al., 2019; Wynn et al., 2012).

7. METODOLOGIA

7.1. Cultivo celular

La linea celular de astrocitos humanos normales (NHA, Lonza CC-2565) se utiliz6 para este

estudio debido a su similitud inherente con los astrocitos primarios en términos de morfologia y
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funcion. Las células NHA expresan GFAP (proteina de &cido fibrilar glial), un marcador clave de
los astrocitos. Se cultivaron tres lotes diferentes de células NHA de diferentes donantes (#
0000612736, # 00005656712, # 0000514417) en medio ABM (Lonza) suplementado con
suplementos SingleQuots (Lonza), los 3 lotes diferentes se tripsinizaron en el pase 3y se colocaron
en matraces de 25 cm? a una densidad de 10.000 células/cm?, las células se incubaron a 37°C y 5%
de CO2 a los 12 dias, se cambio el medio ABM (Astrocytes basal medium) cada 2 dias, segln lo
recomendado por Lonza hasta alcanzar una confluencia cercana al 80%, y luego se aplicaron los

diferentes tratamientos.

7.2. Pretratamiento con Tibolona

Antes de cada experimento, los astrocitos se lavaron con PBS 1X y se privaron de suero, usando
DMEM libre de rojo fenol (Lonza), sin suero, sin L-glutamina, y sin suplementos durante 6 h.
Primero, se disolvio la tibolona (Sigma-Aldrich, T0827) en DMSO al 100% como una solucién
stock a 40 mM; se hicieron alicuotas para 3 usos maximo y se almacenaron a -20°C, posteriormente,
de estas alicuotas se hicieron mas diluciones con DMEM sin suero y sin rojo fenol. Siguiendo el
protocolo establecido por Martin-Jiménez et al., (2020), el tiempo y la concentracion del
pretratamiento con tibolona usado en este estudio fue de 10 nM durante 24 h con una concentracion
de DMSO = 0.000025%.

7.3. Dafo lipotdxico con &cido palmitico

Las células NHA se lavaron con PBS 1X y luego se trataron con una solucion de DMEM libre de
rojo fenol, sin suero la cual contenia el acido palmitico (Sigma), BSA (albumina de suero bovino
libre de acidos grasos; Sigma A2153) como proteina transportadora y carnitina (Sigma, St Louis,
MO, EE. UU.) para transportar a €l acido palmitico dentro de la matriz mitocondrial. Las células
se trataron basados en los resultados previos obtenidos por Martin-Jiménez et al., (2020), los cuales
indicaron que la concentracién 6ptima de pal fue 2 mM diluido en BSA al 1.35% durante 24 h. El

grupo de control incluy6 1.35% de BSA y carnitina 2 mM (Martin-Jiménez et al., 2020).

7.4. Extraccion y cuantificacion de proteinas
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El protocolo definido para la extraccion de proteinas utilizo la siguiente preparacion para 1 ml de
buffer de lisis compuesto por 720 ml de tampdn RIPA, Lonza: 10 ml de fluoruro de sodio 10 mM;
10 ml inhibidores de proteasas Halt cocktail Thermo; 250 ml de pirofosfato 2,5 mM; 10 ml de
ortovanadato 1mM. Se retird el medio, se lavo el matraz con 1ml de PBS 1X frio y luego se extrajo
el PBS con una pipeta, se afiadié 72ml para un matraz de 25cmz2 del coctel RIPA + inhibidores de
proteasa, y se dejé 10 minutos en el congelador a -4 ° C, luego se raspo toda la superficie y se
recogid en un Eppendorf. En este punto, los tubos Eppendorf se colocaron en hielo durante 30 min
y se agitaron con vortex durante 10 a 15 segundos cada 10 min. Después de los 30 minutos se
centrifugo a 15200 rpm y -4 ° C durante 13 min, y el sobrenadante se transfirié a un tubo nuevo y
se congel6 a -80 ° C. La cantidad de proteina por muestra se cuantifico mediante el método de
ensayo de acido bicinconinico (BCA) con el kit de ensayo de proteinas Pierce ™ BCA de Thermo

Fisher Scientific, siguiendo las instrucciones del proveedor.

7.5. Digestion de proteinas y carga de las muestras al espectrometro de masas Q-exactive

A continuacién, el sedimento de proteina se solubiliz6 en 200 pL de urea 6 M y se envi6 al UC
Davis Proteomics Core. Para la digestion, se afiadieron 200 mM de ditiotreitol (DTT) hasta una
concentracion final de 5 mM y las muestras se incubaron durante 30 min a 37°C. A continuacion,
se afladio yodoacetamida (IAA) 20 mM hasta una concentracién final de 15 mM y se incubo
durante 30 min a temperatura ambiente, seguido de la adicién de 20 uLl de DTT para desactivar el
IAA. Se afadio Lys-c a la muestra y se incubd durante 2 horas a 30°C. Después, las muestras se
diluyeron hasta> 1 M de urea mediante la adicion de AMBIC 50 mM vy se afiadio6 tripsina y las
muestras se digirieron durante la noche a 37°C. Al dia siguiente, las muestras se desalaron usando

la Columna Macro Spin (Grupo Nest).

Los péptidos digeridos se analizaron mediante LC-MS/MS en un espectrémetro de masas Thermo
Scientific Q Exactive Orbitrap junto con HPLC Proxeon Easy-nLC Il (Thermo Scientific) y una
fuente de nanospray Proxeon. Los péptidos digeridos se cargaron en una trampa de fase inversa
Magic C18 100A 5U de 100 micrones x 25 mm donde se desalaron en linea antes de separarse
utilizando una columna de fase inversa Magic C18 200A 3U de 75 micrones x 150 mm. Los
péptidos se eluyeron usando un gradiente de 180 minutos con un caudal de 300 nl/min. Se obtuvo

49



una exploracion de encuesta de MS para el rango de m/z 300-1600, los espectros de MS/MS se
adquirieron utilizando un método de los 15 principales, donde los 15 iones principales en los
espectros de MS se sometieron a HCD (disociacién por colision de alta energia). Se utilizé una
ventana de masa de aislamiento de 2,0 m/z para la seleccién de iones precursores y se utiliz una
energia de colision normalizada del 27% para la fragmentacion. Se utilizd una duracion de

veintidos segundos para la exclusion dinamica.

7.6. Procesamiento de los archivos crudos para la identificacion de proteinas

Los archivos se procesaron utilizando los siguientes parametros, un maximo de escision errénea de
2, en la identificacion de precursores de iones un minimo del 50%, la basqueda de péptidos razor
(compartidos entre diferentes muestras) y Unicos; como base de datos se obtuvieron las proteinas
validadas de SwissProt human y posteriormente se gener6 la cuantificacion label-free con el
software Proteome Discoverer 2.3 utilizando el motor de busqueda Sequest y AMANDA. Ademas,
los resultados se procesaron utilizando MaxQuant v1.6.10.43 y Perseus v 1.6.10.45 para comparar
el nimero de proteinas validas y péptidos identificados. determinando que los resultados con mas
proteinas y mejor agrupamiento de las muestras fueron resultados obtenidos con Proteome

Discoverer 2.3 y Sequest.

Para la Normalizacién y estadistica para la cuantificacion relativa se importaron las intensidades
de proteinas (no normalizadas) al entorno del software de programacion estadistica R version 4.0.1
(R Core Team, 2020). Para el procesamiento y analisis estadistico, los datos se transformaron con
(log2) para obtener una distribucion mas simétrica antes del analisis estadistico y se mantuvieron
todas las proteinas con un 70% de valores validos por grupo (que comprenden 6 replicas en cada
grupo) (Karpievitch et al., 2012). La normalizacion se realizd usando el método de Normalizacion
de Estabilizacién de Varianza (VSN), uno de los métodos no lineales que tienen como objetivo
mantener la varianza constante en todo el rango de datos y se acerca al logaritmo de valores grandes

para eliminar la heterocedasticidad utilizando el seno hiperbdlico inverso (Huber et al., 2002).

La imputacion de los valores perdidos se realizé mediante K-Neighbor Imputation (KNN) tiene
como objetivo identificar k caracteristicas que son muy similares a las proteinas con valores

perdidos, donde la similitud se estima mediante la medida de distancia euclidiana, y los valores
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perdidos se imputan con los valores del promedio ponderado de estas proteinas vecinas (Chai et
al., 2014). Usando un valor de KNN de 10.

7.7. Andlisis de expresion diferencial

El andlisis de expresion diferencial se realiz6 mediante el estadistico Prueba de reproducibilidad
optimizada (ROTS), que clasifica las caracteristicas segun su expresion. ROTS es una prueba T
modificada que tiene como objetivo eliminar el sesgo en los datos (Elo et al., 2008; Suomi et al.,
2017). El tratamiento de tibolona junto a pal fue denominado como tip y se hicieron las siguientes
comparaciones de las condiciones (pal/Vehiculo; tip / Vehiculo; tip/ pal).

Posteriormente, se calculd el valor de Q (q_value) con los métodos de pFDR, Benjamini Hochberg
y Bootstrap. utilizando el paquete R q_value 2.18.0 Bioconductor
https://www.bioconductor.org/packages/release/bioc/html/gvalue.html Storey JD, Bass AJ,
Dabney A, Robinson D (2019). gvalue: estimacion del valor Q para el control de la tasa de
descubrimiento falso. Version del paquete R 2.18.0, http://github.com/jdstorey/qvalue. Y con un
Fold change (FC)> = 1.5 que es equivalente a un Log2 FC (LFC) >+ 0.58.

7.8. Andlisis de enriquecimiento funcional

Siguiendo las recomendaciones hechas por Reimand et al., (2019), el analisis de enriquecimiento
de conjuntos de proteinas se realizé utilizando g:profiler (Reimand et al., 2019), para buscar los 20
términos TOP filtrados por significancia de p_ajustado (p_adj) se establecio con Bonferroni p
<0.05 de la relacion de proteinas en los términos de Gene Ontology (GO) dando prioridad al
proceso biolégico (BP) y la funcion molecular (MF), las vias de KEGG, Reactome (Raudvere et
al., 2019) y Human Protein Atlas HPA

7.9. Andlisis de co-expresion de redes de proteinas

Para determinar las proteinas con mas interacciones en el conjunto de datos, se construy6é un

analisis de redes de co-expresion que se realizd utilizando el paquete de analisis de red de
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correlacion ponderada (WGCNA)
(https://horvath.genetics.ucla.edu/html/CoexpressionNetwork/Rpackages / WGCNA /, V1.68),
empleando las abundancias de proteinas normalizadas de todas las muestras, con un umbral suave
de 9 (B =9) y un tamafio de mdédulo minimo de 20 (material suplementario 6). Se utilizd la
correlacion de Pearson en las abundancias de proteinas normalizadas. Luego, se evalud la
superposicién de cada médulo con el tratamiento, y todas las proteinas expresadas diferencialmente
pal y tip se evaluaron utilizando los valores p de la prueba exacta de Fisher corregidos por
Bonferroni. Después de esto, se hizo la construccion de redes de interaccion de proteina a proteinas
(PPI) y la identificacion de objetivos criticos o proteinas hub, utilizando el complemento MCODE
de Cytoscape 3.8.0, se seleccionaron 4 clUsteres en la red PPI, reduciendo la red de 355 nodos y
2657 aristas a 110 nodos y 856 aristas.

Finalmente, se hizo un intercepto entre esas proteinas hub con las proteinas expresadas
diferencialmente con un q_value <0.05 en cada comparacién para determinar proteinas con alta

relevancia en la red que estaba cambiando su expresion con alta confianza.
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Figura 1. Figura resumen de la metodologia seguida paso a paso seguidos en este estudio.
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8. RESULTADOS
8.1 Perfilado protedmico de astrocitos expuestos al &cido palmitico

8.1.1 Identificacion de proteinas y cuantificacion relativa

Para investigar las alteraciones del proteoma asociadas con la lipotoxicidad inducida por pal en
astrocitos se siguieron los procedimientos consignados en la (Fig. 1), analizando muestras de 3
réplicas bioldgicas diferentes de la linea celular NHA, denominadas como NHA1, NHA2 y NHAS,
con 3 condiciones diferentes veh como control, pal como dafio y tip como el pretratamiento con
tibolona para reducir el dafio generado por pal, adicionalmente se hizo una réplica técnica para

cada muestra, para un total de 30 muestras.

Se realiz6 un perfil de expresion diferencial global de los astrocitos cultivados tras el tratamiento
con pal. Identificando 10718 grupos de peéptidos distintos, correspondientes a 1655 proteinas
identificadas con alta confianza (FDR <0.01). Debido a la naturaleza estocéastica de la proteémica
cuantitativa label-free o sin etiquetas de “escopeta”, pueden faltar datos de identificacion o
abundancia de proteinas en ciertas muestras (Karpievitch et al., 2012). Las proteinas con datos
faltantes en cualquier muestra después de usar KNN se excluyeron de este analisis, lo que resulto
en la cuantificacion final de 1281 proteinas con datos completos en las 18 muestras y casos de

control.

La abundancia de proteinas actia como control de calidad, asegurando la cantidad de proteina en
cada muestra sea similar y las diferencias observadas se deban a cambios por el tratamiento y no
por cargar diferentes cantidades de proteinas, luego de la normalizacion, se observd que la
abundancia de proteinas fue similar entre las diferentes condiciones y muestras utilizadas en el
analisis (Fig. 2a). El mapa de calor ilustr6 una reproducibilidad general, asi como la heterogeneidad
individual de los perfiles de expresion de proteinas, agrupando las muestras mas cercanas
principalmente por el tratamiento usado en ellas y el segundo por las réplicas biologicas y el

tratamiento usado en ellas (Fig. 2b).

Se generaron las listas de proteinas que fueron reguladas al alta y a la baja en cada comparacion

(Material suplementario 1, 2, 3). Entre pal_vs_veh y tip_vs_veh, se encontraron 31 proteinas
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compartidas, todas con el mismo patron de expresion excepto Q9UHB9 o la "subunidad de
particulas de reconocimiento de sefial SRP68" que cambid de una regulacion a la baja en la
comparacion de pal_vs_veh a una regulacion a al alta en tip_vs_veh (Fig. 5). Por otro lado,
pal_vs_veh comparado con tip_vs_veh, mostrd 13 proteinas unicas reguladas al alza'y 10 reguladas
a la baja, lo que sugiere que la tibolona devolvio esas 23 proteinas a niveles de expresién como la
condicion de control (Fig. 6) y esas proteinas se consignan en la (Tabla 4) y en su totalidad en el

(Material suplementario 4).
8.1.2. Analisis de enriguecimiento funcional

Para comprender mejor los procesos afectados por el tratamiento con pal y tibolona, se realizé un
andlisis de enriquecimiento funcional con el fin de agrupar las proteinas en términos, con el fin de
evaluar en un panorama mas amplio los cambios en las células utilizando los términos mas
significativos en g:profiler que superan el umbral de valor de p_adj <0.05. Comparando pal_vs_veh
(Fig. 3y 4), las proteinas reguladas a la baja se enriquecen para los siguientes términos, transporte
intracelular p_adj =0.000116111, establecimiento de localizacion en la célula, localizacion celular,
inicio de la traduccion p_adj = 0.018303503, transporte, procesamiento de proteinas en el RE p_adj
= 0.022648266, transporte mediado por COPI, respuesta celular al estrés, respuesta celular a
estimulos externos, transporte retrogrado de Golgi a RE p_adj = 0.041526799. Mientras tanto, las
proteinas reguladas al alta enriquecieron para los siguientes términos, en GO componente celular
(CC) principalmente al espacio extracelular y el término GO BP era proceso metabolico de AGs
de cadena muy larga, y en términos de KEGG, metabolismo de AGs p_adj = 0.017043077 y
biosintesis de AGs insaturados p_adj = 0.001779691. Los resultados sugieren que pal esta
regulando a la baja el transporte de proteinas en la célula a diferentes regiones, particularmente se
observa afectacion en RE (Fig. 4). pal también esta reduciendo el inicio de la traduccién y esta
aumentando procesos relacionados a la biosintesis de AGs y su transformacion a moléculas mas
complejas. Entre las proteinas que regula al alta estan la 3-ketoacyl-CoA tiolasa peroxisomal EC
2.3.1.16 (ACAAL); la enoil-CoA reductasa de cadena muy larga (TECR) y la proteina 1 de
elongacion de AGs de cadena muy larga (ELOVL1), las cuales enriquecen para el metabolismo de
AGs de cadena muy larga p_adj= 0.020697536 y para el metabolismo de AGs p_adj =
0.017043077. Adicionalmente, al observar las proteinas compartidas entre las comparaciones

tip_vs_veh y pal_vs veh (Fig. 6 y Tabla 6) se encuentra que las proteinas reguladas a la baja
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enriquecen a sintesis de AGs insaturados como acido el alfa-linoleico, sugiriendo esta reduciendo
su sintesis. Esto, es relevante debido a que los AGs insaturados tienen efectos protectores en el
cerebro, reduciendo inflamacion y aumentando su supervivencia ante dafio lipotoxico por pal
(Bazinet and Laye, 2014; Bentsen, 2017; Tracey et al., 2018).

En la comparacion de tip_vs_veh (Fig. 5), las proteinas reguladas a la baja se enriquecieron para
términos relacionados con el transporte y la localizacion celular también redujo la respuesta de
enfermedades infecciosas y enfermedades virales, y el proceso catabdlico de ARNm: p_adj =
0.004026028, hidrolisis de GTP de la unidad ribosomal 60S p_adj = 0.009912779, proceso
catabdlico de macromoléculas celulares p_adj = 0.000940694. Sin embargo, la tibolona también
incremento las proteinas relacionadas con la localizacién de proteinas y celular p_adj = 5.26E-05
y 5.06E-06 respectivamente, el transporte de péptidos p_adj = 0.000445928 y el proceso efector
inmune p_adj = 0.010693768. Por lo tanto, a nivel de enriquecimiento y en un panorama general
de los cambios, se sugiere que el efecto protector de la tibolona probablemente esté relacionado
con la regulacidon negativa de procesos que afectan la sintesis de proteinas y contrarrestan la
desregulacién causada en el transporte y la localizacion de proteinas, ademas de regular proteinas

que se asocian a la respuesta inmune.

Los términos que se enriquecieron para tip_vs_pal (Fig. 7) proteinas reguladas a la baja son
organelos extracelulares p_adj = 0.029179155, vesicula extracelular, exosoma extracelular, union
de cadherina p_adj = 0.042474795, corteza cerebral y células endoteliales p_adj = 0.026699216 y
los términos para proteinas reguladas positivamente estan relacionados con los componentes COPII
capa de vesicula p_adj = 0.010432134, sitio de salida del RE p_adj = 0.045836963 y
sorprendentemente con cancer de tiroides p_adj = 0.029670923. Esto sugiere que las principales
diferencias entre tip y pal estan relacionadas con el transporte y las vesiculas, sin embargo, el
numero de proteinas que mostraron expresion diferencial en esta comparacion es pequefio, y eso
podria explicar el enriquecimiento de téerminos inesperados como cancer de tiroides, haciendo
necesario inspeccionar el rol que juegan las proteinas de manera individual, una a una 'y no basarse

unicamente en el andlisis de enriquecimiento.
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8.2 El &cido palmitico reduce las proteinas relacionadas con los procesos de transcripcion y
traduccion

Son pocos los estudios centrados en la induccion de cambios producidos por pal en el proceso de
la traduccion de proteinas, y sus efectos en las células. A nivel de sistema nervioso no se encontrd
ninguno hasta la fecha, pero si uno de los efectos de pal en la traduccion de pal en macrofagos,
sugiriendo que pal reduce el proceso de traduccién de proteinas (Korbecki and Bajdak-Rusinek,
2019). Similarmente, los resultados del presente estudio sefialan que pal induce la expresion del
factor de iniciacion eucariota 2a (eIF2a), el cual, induce la represion de la traduccién (He et al.,
2018; Korbecki and Bajdak-Rusinek, 2019); en adicion a lo anterior los resultados (Tabla 3)
muestran que pal regulé negativamente la expresién de la subunidad 1 del factor 2 de iniciacion de
la traduccion eucariota (elF2S1) p = 0.00418306 y LFC = -1.14091479, esta proteina actla en los
primeros pasos de la sintesis de proteinas formando un complejo ternario con GTP y como un
iniciador de la traduccion ARN (Mikami et al., 2006), no obstante, también posee la capacidad dual
de reprimir la traduccion de proteinas (Korbecki and Bajdak-Rusinek, 2019). Sin embargo, la
fosforilacion de eIF2a no conduce necesariamente a la regulacion a la baja de la traduccién global
(Boye and Grallert, 2020).

Entre otros procesos evidenciados, se encontrd6 que pal regul6 a la baja diferentes proteinas
relacionadas con la traduccién, como la proteina ribosémica 60S L37 (RPL37) p = 0.00024395 y
LFC =-1.955268045, una proteina que pertenece a un segmento de la subunidad ribosémica 60S
y la traduccién de proteinas. Ademas, pal regula de forma negativa a la Importina-7 (IPO7) p =
0.000647151 y LFC = -1.4343906, una proteina encargada de transportar la proteina al ndcleo
(Gaudet et al., 2011), como las proteinas ribosémicas RPL23A, RPS7 y RPL5 (Jakel and Gorlich,
1998), histonas H2A, H2B, H3 y H4 (Jékel et al., 1999). Factor de transcripcion y exportacion de
ARNmM ENY?2, factor de transcripcion y exportacion de ARNm (ENY2) p = 0.000382123 y LFC =
-1.696939985, una proteina involucrada en la activacion de la transcripcion acoplada a la
exportacion de ARNm (Zhao et al., 2008), factor de inicio de la traduccion eucariota 4 gamma 2
(elF4G2) p = 0.002612802 y LFC = -2.91627833, una proteina relacionada con el inicio de la
traduccion, en adicion Kar et al., (2013) reportd que la regulacion a la baja de la expresién axonal
de elF4G2 también inhibia la sintesis de proteinas locales y el crecimiento de axones.
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Una reduccién de la transcripcion puede dar como resultado una reduccion de la traduccion
(Slobodin et al., 2017), la desregulacion de proteinas relacionadas con la transcripcion y la
traduccion sugiere un mecanismo, por el cual, la exposicion a pal indirectamente puede conducir a
estrés del RE, estrés oxidativo y respuestas inflamatorias debido a la desregulacion de factores
como elF4 y elF2a y otras las proteinas relacionadas con el proceso de inicio de la traduccion como
laRPL37 e IPO7 que regula otras RPLs (Korbecki and Bajdak-Rusinek, 2019; Liu and Qian, 2014).
Lo que podria sustentar las diferentes vias de estrés en el mecanismo propuesto por Korbecki et
al., (2019) en macrofagos tratados por pal, diciendo que la reduccion de la traduccion relacionada
a eLF4 deriva en estrés del RE, inflamacion y muerte celular (Korbecki and Bajdak-Rusinek,
2019).
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Figura 2. Abundancia de proteinas por muestra y replica bioldgica. a) Logaritmo de la intensidad, para observar la
normalizacion por muestra después de usar el método de normalizacién VSN observando que todas las muestras tienen
una media de intensidad similar b) Mapa de calor de la abundancia de proteinas agrupadas por replica bioldgica y el

tratamiento, mostrando en rojo las abundancias relativas mas altas y en verde las abundancias relativas mas bajas.
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Figura 3. Expresion diferencial de pal_vs_veh. a) PCA de las muestras de pal en negro y veh en rojo; b) Grafico de

volcan que muestra proteinas expresadas diferencialmente con un valor de FDR <0.05; ¢) Mapa de calor de las
proteinas expresadas diferencialmente proteinas con un FDR <0.05 en pal frente a veh; d) Analisis de enriquecimiento

de proteinas reguladas a la baja en pal frente a veh; e) Analisis de enriquecimiento de proteinas reguladas al alta en pal

frente a veh.
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Tabla 3. Proteinas expresadas diferencialmente en la comparacion de pal_vs_veh

alpha) (elF-2-alpha) (elF-2A) (elF-2alpha)

Entry Nombre de la proteina en Uniprot Nombre de | Expresion
genes de las
proteinas
P60484 | Phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphate 3- PTEN Al alta
phosphatase and dual-specificity protein MMAC1
phosphatase PTEN (EC 3.1.3.16) (EC 3.1.3.48) TEP1
(EC 3.1.3.67) (Mutated in multiple advanced
cancers 1) (Phosphatase and tensin homolog)
P13473 | Lysosome-associated membrane glycoprotein 2 LAMP2 Al alta
(LAMP-2) (Lysosome-associated membrane
protein 2) (CD107 antigen-like family member B)
(LGP-96) (CD antigen CD107b)
014737 | Programmed cell death protein 5 (TF-1 cell PDCD5 Al alta
apoptosis-related protein 19) (Protein TFAR19) TFAR19
Q9NZ01 | Very-long-chain enoyl-CoA reductase (EC TECR Al alta
1.3.1.93) (Synaptic glycoprotein SC2) (Trans-2,3- | GPSN2 SC2
enoyl-CoA reductase) (TER)
Q9UJUG6 | Drebrin-like protein (Cervical SH3P7) (Cervical DBNL Al alta
mucin-associated protein) (Drebrin-F) (HPK1- CMAP
interacting protein of 55 kDa) (HIP-55) (SH3 SH3P7
domain-containing protein 7) PP5423
P09913 | Interferon-induced protein with tetratricopeptide IFIT2 CIG- | Al alta
repeats 2 (IFIT-2) (ISG-54 K) (Interferon-induced | 42 G10P2
54 kDa protein) (IFI-54K) (P54) IFI54 ISG54
P78344 | Eukaryotic translation initiation factor 4 gamma 2 | EIF4G2 A la baja
(elF-4-gamma 2) (elF-4G 2) (elF4G 2) (Death- DAP5
associated protein 5) (DAP-5) (p97) OK/SW-
cl.75
P61927 | 60S ribosomal protein L37 (G1.16) (Large RPL37 A la baja
ribosomal subunit protein eL37)
095373 | Importin-7 (Imp7) (Ran-binding protein 7) IPO7 A la baja
(RanBP7) RANBP7
Q92890 | Ubiquitin recognition factor in ER-associated UFD1 A la baja
degradation protein 1 (Ubiquitin fusion degradation | UFD1L
protein 1) (UB fusion protein 1)
QI9NPAS | Transcription and mRNA export factor ENY2 ENY2DC6 | A labaja
(Enhancer of yellow 2 transcription factor
homolog)
P61313 | 60S ribosomal protein L15 (Large ribosomal RPL15 A la baja
subunit protein eL15) EC45
TCBAPQ781
P05198 | Eukaryotic translation initiation factor 2 subunit1 | EIF2S1 A la baja
(Eukaryotic translation initiation factor 2 subunit EIF2A
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protein 1) (UB fusion protein 1)

Q9UNE? | E3 ubiquitin-protein ligase CHIP (EC 2.3.2.27) STuB1 A la baja
(Antigen NY-CO-7) (CLL-associated antigen KW- | CHIP
8) (Carboxy terminus of Hsp70-interacting protein) | PP1131
(RING-type E3 ubiquitin transferase CHIP) (STIP1
homology and U box-containing protein 1)

Q92890 | Ubiquitin recognition factor in ER-associated UFD1 A la baja
degradation protein 1 (Ubiquitin fusion degradation | UFD1L

Lista de proteinas en las que se centro este estudio que fueron expresadas diferencialmente en la comparacion de

pal_vs_veh con un de FDR <0.1y un p < 0.01.
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Figura 4. Proteinas expresadas diferencialmente por el &cido palmitico. Resumen de los procesos a los que se relacionan

varias de las proteinas expresadas diferencialmente con un de FDR <0.1 y un p <0.01 en la comparacién de pal_vs_veh.
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Figura 5. Expresion diferencial de tip_vs_veh. a) PCA de las muestras de tip en negro y veh en rojo; b) Grafico de
volcan que muestra proteinas expresadas diferencialmente con un valor de FDR <0.05; ¢) Mapa de calor de las
proteinas expresadas diferencialmente proteinas con un FDR <0.05 en tip frente a veh; d) Andlisis de enriquecimiento

de proteinas reguladas a la baja en tip frente a veh; e) Analisis de enriquecimiento de proteinas reguladas al alta en tip
frente a veh.
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Tabla 4. Proteinas expresadas diferencialmente exclusivas de pal al comparar contra veh

COP) (HEP-COP) (HEPCOP) [Cleaved into: Xenin
(Xenopsin-related peptide); Proxenin]

Entry Nombre de la proteina en Uniprot Nombre | Expresion
de genes | de las
proteinas
P61204 | ADP-ribosylation factor 3 ARF3 Al alta
P13473 | Lysosome-associated membrane glycoprotein 2 LAMP2 | Al alta
(LAMP-2) (Lysosome-associated membrane protein 2)
(CD107 antigen-like family member B) (LGP-96) (CD
antigen CD107b)
P49821 | NADH dehydrogenase [ubiquinone] flavoprotein 1, NDUFV1 | Al alta
mitochondrial (EC 7.1.1.2) (Complex 1-51kD) (ClI- UQOR1
51kD) (NADH dehydrogenase flavoprotein 1)
(NADH-ubiquinone oxidoreductase 51 kDa subunit)
Q9NZz01 | Very-long-chain enoyl-CoA reductase (EC 1.3.1.93) TECR Al alta
(Synaptic glycoprotein SC2) (Trans-2,3-enoyl-CoA GPSN2
reductase) (TER) SC2
Q9UJUG | Drebrin-like protein (Cervical SH3P7) (Cervical DBNL Al alta
mucin-associated protein) (Drebrin-F) (HPK1- CMAP
interacting protein of 55 kDa) (HIP-55) (SH3 domain- | SH3P7
containing protein 7) PP5423
P78344 | Eukaryotic translation initiation factor 4 gamma 2 (elF- | EIF4AG2 | A la baja
4-gamma 2) (elF-4G 2) (elF4G 2) (Death-associated DAP5
protein 5) (DAP-5) (p97) OK/SW-
cl.75
QI9NPAS | Transcription and mMRNA export factor ENY?2 ENY?2 A la baja
(Enhancer of yellow 2 transcription factor homolog) DC6
P61927 | 60S ribosomal protein L37 (G1.16) (Large ribosomal RPL37 A la baja
subunit protein eL.37)
095373 | Importin-7 (Imp7) (Ran-binding protein 7) (RanBP7) IPO7 A la baja
RANBP7
Q16204 | Coiled-coil domain-containing protein 6 (Papillary CCDC6 | Alabaja
thyroid carcinoma-encoded protein) (Protein H4) D10S170
TST1
Q13561 | Dynactin subunit 2 (50 kDa dynein-associated DCTN2 | Alabaja
polypeptide) (Dynactin complex 50 kDa subunit) DCTN50
(DCTN-50) (p50 dynamitin)
P53621 | Coatomer subunit alpha (Alpha-coat protein) (Alpha- COPA A la baja

Lista de proteinas en las que se centro este estudio que fueron expresadas diferencialmente nicamente en pal al buscar

dentro de las comparaciones de pal_vs_veh y tip_vs_veh con un de FDR <0.1 y un p <0.01.
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Figura 6. Proteinas Unicas y compartidas entre tip_vs_veh y pal_vs_veh. a) Diagrama de Venn de pal y tip_vs_veh,

para diferenciar las proteinas reguladas hacia arriba y hacia abajo en las diferentes condiciones en comparacion con el

vehiculo. tip_vs_veh tiene 31 proteinas Unicas que estan reguladas al alta y 41 reguladas a la baja; pal_vs_veh tiene 9

proteinas reguladas al alta y 24 reguladas a la baja; entre las corporaciones, hay 5 compartidas reguladas al altay 8

reguladas a la baja; b) Enriquecimiento funcional de proteinas compartidas que estan reguladas a la baja; c)

Enriquecimiento funcional de proteinas compartidas que estan reguladas al alta.
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Figura 7. Expresion diferencial de tip_vs_pal. a) Grafico de volcan que muestra proteinas expresadas diferencialmente

con un valor de FDR <0.05; b) Mapa de calor de las proteinas expresadas diferencialmente proteinas con un FDR

<0.05 en tip frente a pal; c) Analisis de enriquecimiento de proteinas reguladas a la baja en tip frente a pal; d) Analisis

de enriquecimiento de proteinas reguladas al alta en tip frente a pal.
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Respuesta del pretratamiento con tibolona
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Figura 8. Proteinas reguladas por el pretratamiento con tibolona. Resumen de los procesos a los que se relacionan

varias de las proteinas expresadas diferencialmente con un de FDR <0.1 y un p <0.0.1 en la comparacién de tip_vs_pal.

Tabla 5. Proteinas expresadas diferencialmente en la comparacion de tip_vs_pal

Entry Nombre de la proteina en Uniprot Nombre | Expresion
de genes | de las
proteinas

P62829 | 60S ribosomal protein L23 (60S ribosomal protein RPL23 Al alta
L17) (Large ribosomal subunit protein uL14)

075340 | Programmed cell death protein 6 (Apoptosis-linked PDCD6 | Al alta
gene 2 protein homolog) (ALG-2) ALG?2

Q13561 | Dynactin subunit 2 (50 kDa dynein-associated DCTN2 | Alalta
polypeptide) (Dynactin complex 50 kDa subunit) DCTN50
(DCTN-50) (p50 dynamitin)

Q9UHBY | Signal recognition particle subunit SRP68 (SRP68) SRP68 Al alta
(Signal recognition particle 68 kDa protein)

P78344 | Eukaryotic translation initiation factor 4 gamma 2 (elF- | EIF4G2 | Al alta
4-gamma 2) (elF-4G 2) (elF4G 2) (Death-associated DAP5
protein 5) (DAP-5) (p97)
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OK/SW-
cl.75
Q02750 | Dual specificity mitogen-activated protein kinase MAP2K1 | Al alta
kinase 1 (MAP kinase kinase 1) (MAPKK 1) (MKK1) | MEK1
(EC 2.7.12.2) (ERK activator kinase 1) (MAPK/ERK PRKMK1
kinase 1) (MEK 1)
QINX63 | MICOS complex subunit MIC19 (Coiled-coil-helix- CHCHD3 | A la baja
coiled-coil-helix domain-containing protein 3) MIC19
MINOS3
043294 | Transforming growth factor beta-1-induced transcript 1 | TGFB1I1 | A la baja
protein (Androgen receptor coactivator 55 kDa protein) | ARA5S5
(Androgen receptor-associated protein of 55 kDa)
(Hydrogen peroxide-inducible clone 5 protein) (Hic-5)
P21399 | Cytoplasmic aconitate hydratase (Aconitase) (EC ACO1 A la baja
4.2.1.3) (Citrate hydro-lyase) (Ferritin repressor IREB1
protein) (Iron regulatory protein 1) (IRP1) (Iron-
responsive element-binding protein 1) (IRE-BP 1)
P54578 | Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 14 (EC USP14 A la baja
3.4.19.12) (Deubiquitinating enzyme 14) (Ubiquitin TGT
thioesterase 14) (Ubiquitin-specific-processing protease
14)
P10253 | Lysosomal alpha-glucosidase (EC 3.2.1.20) (Acid GAA A la baja
maltase) (Aglucosidase alfa) [Cleaved into: 76 kDa
lysosomal alpha-glucosidase; 70 kDa lysosomal alpha-
glucosidase]
076094 | Signal recognition particle subunit SRP72 (SRP72) SRP72 A la baja
(Signal recognition particle 72 kDa protein)
000231 | 26S proteasome non-ATPase regulatory subunit (11; PSMD11 | A labaja
RPNG6; S9)

Lista de proteinas en las que se centr6 este estudio que fueron expresadas diferencialmente en la comparacion de

tip_vs_pal con un de FDR <0.1 y un p<0.01.

8.3 El acido palmitico afecta la autofagia y regula a la alta rutas proapoptéticas

Se sabe que pal induce muerte celular en astrocitos (Gonzalez-Giraldo et al., 2018; Martin-Jiménez
et al., 2020; Ng and Say, 2018), y se ha reportado que se relaciona con la reduccion del proceso de
autofagia (Ortiz-Rodriguez et al., 2018; Ortiz-Rodriguez and Arevalo, 2020). Por lo tanto, se
investigaron los efectos de pal sobre la autofagia y la activacion de vias proapoptoticas en astrocitos

humanos. Observando cambios de expresion consistentes con esos efectos (Tabla 3). Encontrando

68



ubiquitina-proteina ligasa E3 fuertemente regulada al alta por pal CHIP (STUB1) p = 0.000191257
y LFC = -2.805049685, esta proteina tiene un rol fundamental en el proceso de plegamiento de
proteinas dirigido a sustratos de chaperona mal plegados hacia la degradacion proteosomal y
probablemente induce la poli ubiquitinacion que es necesaria para la degradacion de proteinas
(Shang et al., 2014). También cambio la expresion del factor de reconocimiento de ubiquitina en
la proteina de degradacion asociada a ER 1 (UFD1) p = 0.000199063 y LFC = -1.369768858 que
es un componente clave para la via proteolitica dependiente de ubiquitina para la degradacion de
proteinas mal plegadas (Gaudet et al., 2011). Ademas, pal regula al alza proteinas proapoptdticas
como la proteina de muerte celular programada 5 (PDCD5) p =0.001415301y LFC = 1.864688494
y la proteina inducida por interferon con repeticiones de tetratricopeptide 2 (IFIT2) p =
0.003626464 y LFC = 2.561125172. La regulacion al alza de PDCD5 e IFIT2, combinada con la
regulacién a la baja de STUB1 y UFD1, sugieren un mecanismo por el cual la exposicion al acido
palmitico puede conducir a una interrupcion de la autofagia y la induccion de apoptosis.
Sorprendentemente, a nivel de proteinas, el dafio inducido por pal en las células NHA no estuvo
fuertemente relacionado con el estrés oxidativo o con la respuesta inflamatoria. Sin embargo,
muchas proteinas de pal estan relacionadas con el término desgranulacion de neutréfilos y esto

podria indicar indirectamente que pal esta produciendo inflamacion.

8.4 La tibolona devuelve diferentes proteinas a niveles de expresion comparables a los del
control.

Se compararon las proteinas expresadas diferencialmente en la comparacion entre pal y veh y la
comparacion de tip_vs_veh (Tabla 4), siguiendo la l6gica de que la condicion tip es tibolona junto
con pal, todas las proteinas Unicas en pal deberian estar presentes en tip a menos que tip modifique
su expresion. Los resultados muestran que la tibolona devolvio 23 proteinas de la a niveles de
expresion similares a los del vehiculo (Tabla 4), entre ellos RPL37, elF4G2, IPO7, las cuales como
se menciond previamente, tienen un rol importante en la regulacién de la traduccién de proteinas.
Lo que sugiere que el efecto protector de la tibolona en las células NHA esta relacionado con los
procesos de transporte de proteinas principalmente al RE y por vesiculas a diferentes
compartimientos; de acuerdo con los resultados de GOSlim (Material suplementario 5) se observa

que si la regulacion a la baja de transporte de proteinas afecta el transporte de péptidos, aminas,
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macromoléculas y al establecimiento de proteinas en dichos compartimientos, por lo tanto afectaria
el funcionamiento del reticulo y de los posibles destinos de esas vesiculas; se sugiere que si la
tibolona vuelve a estas proteinas a la expresion del vehiculo. También retorno a niveles de
expresion similares a los del control a las proteinas relacionadas al proceso de traduccion lo cual
podria evitar de forma preliminar que se induzcan diferentes procesos como inflamacién, estrés del
RE o muerte celular (Korbecki and Bajdak-Rusinek, 2019).

8.5 Respuesta de tibolona frente al acido palmitico

Los resultados muestran que la tibolona aumento la expresion de algunas proteinas enriquecidas
en términos de proteinas transportadoras (Fig. 7) y (Tabla 5) de vesiculas como COPII, y redujo la
expresion de proteinas con actividad proapoptdtica como la proteina Drebrin-like (DBNL) p =
2.77E-05 LFC = -3.104115258, adicionalmente en la comparacion con veh IFIT3 regulada al alza
p = 0.001343872 y LFC = 2.054834577 y es una proteina que puede reversar el efecto de IFIT2
regulando negativamente los procesos apoptoticos (Stawowczyk et al., 2011), mientras que su
expresion permanece sin cambios en pal_vs_veh. Es importante destacar que también modifico la
expresion proteinas ribosdémicas como RPL23 p = 0.001775566 y LFC = 1.187426773 que es parte
de la subunidad ribosomal 60s y es la subunidad méas grande del ribosoma 80s y el cual cataliza el
proceso de traduccion de proteinas (Odintsova et al., 2003), también, regulo al alta la proteina
anteriormente descrita elF4G2 con valor de p = 0.002254098 y LFC = 2.455214841. Asi mismo,
aumento la proteina de transporte Sec24C (Sec24C) p = 0.002929742 LFC = 1.576720125 la
proteina de muerte celular programada 6 (PDCD6) p = 0.002007806 LFC = 1.339618944. Las dos
son proteinas relacionadas a la formacion de la cobertura de las vesiculas COPII, que también se
relacionan a la salida del RE indicando que estan favoreciendo el transporte celular evitando la
desregulacién de la localizacion de proteinas. No obstante, PDCD6 se considera una proteina con
actividad pro apoptdtica, sin embargo, esta proteina puede ejercer una regulacion negativa de la
proliferacion celular (Chen et al., 2006) y esto podria ser interesante para prevenir los dafios de
gliosis debido a que esta se caracteriza por la hipertrofia y proliferacién descontrolada de los
astrocitos (Pekny and Pekna, 2014).
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El pretratamiento con tibolona redujo la alfa-glicosidasa lisosomal (GAA) con un p = 0.000159641
y un LFC = -1.701963592, lo cual podria sugerir que la tibolona esta reduciendo procesos
catabolicos del glucdgeno (Roig-Zamboni et al., 2017) los cuales se relacionan a la produccion de
ROS (Quijano et al., 2016). Por otra parte se encontro que tip reduce la expresion de la aconitasa
citoplasmatica (ACO1) con un p = 1.41E-05 y LFC = -2.688103819, esta proteina se encarga de
regular la homeostasis de hierro actuando como un quelante (Lushchak et al., 2014) y esta
reduccion podria resultar nociva para la células. Estos resultados sugieren que la tibolona tiene
algunos efectos protectores en las células NHA contra los efectos de pal; se evidencio su rol
aumentando la expresion de proteinas de transporte favoreciendo que la localizacién de proteinas
sea correcta. Sin embargo, el rol de algunas proteinas a la que la tibolona les modulo su expresion
no es del todo claro (Tabla 5 y Material suplementario 3), y dependiendo del contexto podrian tener

efectos detrimentales.
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Figura 9. Comparacién de la respuesta inducidas por pal y el pretratamiento con tibolona. Resumen de los procesos a
los que se relacionan las proteinas expresadas diferencialmente con un de FDR <0.1y un p <0.01 a manera comparativa

de los cambios inducidos por pal y tip respectivamente.
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8.6. Anélisis WGCNA

El anlisis de agrupamiento jerarquico no supervisado basado en las abundancias de proteinas en
las 18 muestras mostro que las proteinas identificadas expresadas diferencialmente pueden generar
una firma protedmica vinculada al uso de los diferentes tratamientos o control (Fig. 10). Se
generaron un total de 9 modulos de genes (azul, amarillo, turquesa, rosa, rojo, verde, magenta,

morado, negro y gris); la mayoria de los genes se resumieron en el "maédulo azul" (Fig. 10a).

De acuerdo con la asociacién médulo-rasgo, el modulo rojo tuvo el coeficiente de correlacién mas
alto seguido del turquesa y el rosa, luego se seleccionaron los 3 modulos para su posterior analisis
(Fig. 10c). La significacion genética (GS) se utilizé para medir el grado de asociacion entre el gen
o0 proteina y el rasgo. La pertenencia al médulo (MM) se utilizé para determinar la ubicacién de
una red global. GS versus MM reflejo la relacion entre el tratamiento y los genes. Los resultados
revelaron que los mddulos rojo, rosado y turquesa eran esenciales en las respuestas generadas por
tratamiento (Fig. 10f). Esas proteinas generaron un total de 355 nodos y 2657 aristas y después del
algoritmo MCODE se redujo a 110 proteinas hub y 856 aristas en diferentes grupos (Fig. 11 y
Material suplementario 7). Estas proteinas al tener alto peso en la red y con varias interacciones
son proteinas muy relevantes en el sistemay pueden ser posibles blancos para el entendimiento del
dafio lipotoxico y del tratamiento con tibolona.

Basandose en el estudio de Yang et al., (2019) se sefialaron las proteinas de mayor peso en el
sistema, usando las proteinas hub que pasaron el filtro del algoritmo MCODE vy luego fueron
intersectadas con las proteinas con diferencias significativas de expresion diferencial con un p_adj
<0.05, estas proteinas son consideradas altamente relevantes ya que al modificarse pueden
disturbar gravemente el sistema debido al alto nimero de interacciones que poseen, y fueron
denominadas proteinas clave (Yang et al., 2019). Se obtuvieron un total de 27 proteinas que
cumplian esta condicion y de estas 10 estan relacionadas a la respuesta inducida por el dafio
lipotoxico generado por pal y 17 la accion de la tibolona en los astrocitos humanos (Tabla 7). Se
encontro que al retirar las proteinas que se compartian las diferentes comparaciones, en pal_vs_veh

guedaron como proteinas exclusivas ARF3 regulada al alta y IPO7 regulada a la baja (Tabla 7), las
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cuales se relacionan a diferentes enfermedades, pero entre ellas a desordenes del sistema nervioso

(Fig. 12).
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Figura 10.

Andlisis WGCNA. a). Dendrograma de genes obtenido por agrupamiento jerarquico de ligamiento

promedio. La fila de color debajo del dendrograma muestra la asignacion de modulo determinada por Dynamic Tree

Cut. b). Resumen de la agrupacion jerarquica de proteinas por modulos que fueron encontrados en el andlisis de
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agrupacion. Las ramas del dendrograma agrupan proteinas propias que estan correlacionados positivamente. c).
Gréafico de mapa de calor de superposicion topolégica en la red de genes. En el mapa de calor, cada fila y columna
corresponden a un gen, el color claro denota una superposicion topoldgica baja y el rojo progresivamente mas oscuro
denota una superposicién topolégica mas alta. Los cuadrados mas oscuros a lo largo de la diagonal corresponden a
madulos. El dendrograma de genes y la asignacion del modulo se muestran a la izquierda y arriba. mi). Mapa de calor
de la relacién entre el tratamiento y los diferentes modulos d). Diagramas de dispersion de importancia genética (GS)
para el peso frente a la pertenencia al médulo (MM) para los médulos "rojo", "rosa™ "turquesa”. GS y MM exhiben
una correlacién muy significativa, lo que implica que los genes hub de estos mddulos también tienden a estar altamente
correlacionados con los tratamientos €). Mapa de calor de superposicion topoldgica en la red de proteinas. En el mapa
de calor, cada fila y columna corresponden a una proteina, el color claro denota una superposicion topolégica baja y
el rojo progresivamente mas oscuro denota una superposicion topolégica mas alta. Los cuadrados mas oscuros a lo
largo de la diagonal corresponden a médulos. EI dendrograma de proteinas y la asignacion del médulo se muestran a
la izquierda y arriba. f). Grafico de mapa de calor de las adyacencias en la red de genes propios, incluido el peso del
rasgo. Cada fila'y columna en el mapa de calor corresponden a un gen propio del médulo (etiquetado por color) o peso.
En el mapa de calor, el color verde representa una adyacencia baja (correlacion negativa), mientras que el rojo
representa una adyacencia alta (correlacion positiva). Los cuadrados de color rojo a lo largo de la diagonal son la
relacion propia de los mddulos a los médulos.
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Figura 11. Proteinas hub. Red de interaccién proteina-proteina con el GenelD, de los mddulos altamente

correlacionados de proteinas de WGCNA. Diferentes mddulos generados en todo el conjunto de datos, luego de usar

el algoritmo MCODE de Cytoscape para reducir los nodos para aquellos con mas peso en la red reduciendo de 355

nodos y 2657 aristas a 110 nodos y 856 aristas.

Tabla 6. Proteinas compartidas de los tratamientos al ser comparados con el control

Proteinas compartidas a la baja Proteinas compartidas al alta
Q96Q42 Q12904
Q9UNE7 P60484
P55263 P00403
P48047 Q9BW60
Q9Y333 Q9UBI6
Q9P2B4 P62851
Q15404 014737
060884 Q96DG6
P16035 Q92888
Q92890 P09913
P12270 P09110
000571 P13010
043795
P61313
Q14677
P05198
Q13409

Q9UHB9(modifica su expresion en tip y esta al
Q9UHB9 alta)
P53618

Lista de las proteinas con codigo “Accession” de Uniprot, compartidas entre pal_vs_veh y and tip_vs_veh al ser

comparados. Observando que la mayoria de las proteinas compartidas mantiene un patron de expresion similar a

excepcion de la proteina Q9UHBY que paso de estar regulada a la baja en pal_vs_veh regulada al alta en tip_vs_veh.
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Tabla 7. Proteinas expresadas diferencialmente altamente conectadas

1ISG60

pal_vs veh | pal_vs_veh |tip_vs veh al|tip_vs veh ala|tip_vs pal |tip_vs pal a la
al alta a la baja alta baja al alta baja
ARF3 ALS2 MAP4K4 ALS2 Ninguna CHCHD3
ALS2CR6 | HGK ALS2CR6 MIC19
KIAA1563 | KIAA0687 KIAA1563 MINQOS3
NIK
PTEN STUB1 PLCH1 TGFBL1I1 TGFBL1I1
MMAC1 CHIP KIAA1069 ARA5L5 ARAbL5
TEP1 PP1131 PLCL3
ADK PDCD6 ALG2 | CHCHD3 ACO1 IREB1
MIC19
MINOS3
DNAJA2 CAPZA2 MYO1B TWF1 PTK9
CPR3
HIRIP4
TIMP2 TWF2 PTKOL | STUB1 CHIP DPP3
MSTPO11 PP1131
IPO7 PTEN EIFAG1 EIF4F OLA1 GTPBP9
RANBP7 MMAC1 TEP1 | EIF4G EIF4GI PRO2455
PTDO004
UFD1 NT5C2 NTSB | TIMP2 GAA
UFD1L NT5CP PNT5
MYO1B CPQ LCH1 | DNAJA2 CPR3
PGCP HIRIP4
DDX46 ADK
KIAA0801
IFIT3 CIG-49 | TWF1 PTK9
IFI60  IFIT4
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VNN1 DDX3X DBX

DDX3
GNG12 OLA1 GTPBP9
PRO2455
PTDO004
SLC25A4 DPP3

ANT1
IFIT2 CIG-42 | RPL1S EC45
G10P2 IFI54 | TCBAPO781

ISG54

UFD1 UFDI1L
PSMD11
SERPINE1
PAI1 PLANH1

Lista de las proteinas hub que se encontraban en las proteinas expresadas diferencialmente en cada comparacion. Al

comparar las proteinas hub, intersectadas con las proteinas expresadas diferencialmente, se encontraron dos proteinas

hub que son exclusivas de pal, ARF3 regulada al alta e IPO7 regulada a la baja
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ARF3

reproductive system or breast disease
psychiatric disorder,

nutritional or metabolic disease

pancreas disease
respiratory or thoracic disease

genetic, familial or congenital disease

urinary system disease.

integumentary system disease

measuremen

disease of visual system

musculoskeletal or connective tissue disease.
hematologic disease

endocrine system disease immune system disease

IPO7

X . easurement
endocrine system disease,

hiatric disord genetic, familial or congenital disease
psychiatric disorder, :

cardioya d
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integumentary system disease

reproductive system or breast disease

musculoskeletal or connective tissue disease

gastrointestinal di

phenotype

immune system disease

nutritional or metabolic disease

urinary system disease. animal disease

infectious disease, proliferation disorder

hematologic disease

Figura 12. Enfermedades asociadas a las proteinas clave Unicas del acido palmitico. a) principales enfermedades por
grupos a ARF3, b) principales enfermedades por grupos relacionadas a IPO7
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9. DISCUSION

La expresion diferencial de proteinas de manera exclusiva en pal con un alto peso en las redes,
destaco dos proteinas, ARF3 regulada al alta e IPO7 regulada a la baja, lo cual se encuentra
relacionado con la activacién de p53; caracteristica del estrés de la biogénesis ribosémica y
aumento de la union de Mdm2 a las proteinas ribosomicas L5y L11 (RPL5 y RPL11) (Golomb et
al., 2012). Ademas la deplecion de IPO7 afecta el transporte de otras proteinas ribosomales como
RPL23A, RPS7 and RPL5, afectando la biogénesis ribosomal (Bursac et al., 2014; Golomb et al.,
2012). Se ha reportado en la literatura que la deplecion de varias proteinas ribosomales excepto
RPL5 y RPL 11, induce una respuesta por parte p53 que genera una inhibicion de la traduccion y
un blogueo en las fases del ciclo celular G1 y G2/M (Fumagalli et al., 2012). Esto se relaciona con
los resultados obtenidos, porque entre las proteinas reguladas a la baja por pal también se encuentra
la proteina ribosomal 60S L37 o RPL37, lo que indicaria una posible afectacion de pal en la
maquinaria de traduccién de proteinas. Es de particular interés, la ausencia de diferencias
significativas en la comparacion entre tip_vs_veh; en las proteinas IPO7 y RPL37, considerando
que tip es un pretratamiento con tibolona seguido de pal, podria significar que la tibolona tendria
un rol en la expresion de IPO7 y RPL37 a niveles similares que los observados con el vehiculo, lo
que podria estar relacionado con su efecto protector. Esta observacion concuerda con el estudio de
Evans et al., (2019), quienes, en un modelo de ratones con tauopatia, reportaron la reduccién de la
sintesis de diferentes proteinas ribosomales, algo de RPS y RPL (Evans et al., 2019).
Adicionalmente, se ha reportado que en EA se altera la maquinaria de traduccion de proteinas,
principalmente factores de elongacién y proteinas ribosomales (Hernandez-Ortega et al., 2016); a
nivel celular el estudio reporta que en el modelo de EA los astrocitos mostraron reduccién de las
proteinas de union ribosomal y relacionadas a traduccion (Rocchio et al., 2019). De manera similar,
la sintesis de proteinas reducida se ha asociado con la progresion de la EP (Deshpande et al., 2020).
Esto puede indicar que pal genera cambios como los que se pueden ver en la progresion de algunas
NDs. En adicién a lo anterior, se observé que la tibolona redujo el factor de inicio de la traduccién
eucariota 4 gamma 1, el cual esté relacionado con el inicio del proceso de traduccion (Adjibade et
al., 2017).

Por otro lado, la proteina ARF3 que se encuentra aumentada en pal_vs_veh esta relacionada con el

transporte de Golgi a diferentes regiones (Gaudet et al., 2011) y especificamente con el transporte
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retrogrado al RE (Yu et al., 2014); lo anterior, muestra que no s6lo modificaria la traduccién de las
proteinas sino también su transporte. Adicionalmente, al comparar las listas, se encuentra que pal
reduce la expresion de la subunidad 2 de dinactina (DCTN2); lo anterior esta relacionado con el
transporte desde el RE al Golgi, la formacion del huso mitético, y que esta subunidad interactta
directamente con las otras subunidades (Echeverri et al., 1996; Staples et al., 2014), lo cual también
esta reportado en las funciones de gen y proteinas en NCBI (DCTN2 dynactin subunit 2 [Homo
sapiens (human)] - Gene - NCBI). Esto resulta interesante, porque en un modelo de ratén, se
observo que la disfuncionalidad en la relacién dineina/dinactina condujo al desarrollo de Esclerosis
lateral amiotrofica (Teuling et al., 2008). Adicionalmente, se ha reportado que la sobreexpresion
de DCTN2 es dafiina, en el transporte de neuronas motoras y conduce al desarrollo de
enfermedades neuromotoras (De Vos and Hafezparast, 2017; LaMonte et al., 2002). No obstante,
en este estudio esta a la baja y ain no son claros los posibles efectos que tenga la regulacion de

DCTN2 a la baja en el cerebro.

Otra proteina que se encuentra regulada al alta solamente en pal es RuvB-like 1 (EC 3.6.4.12), esta
proteina es responsable de acetilar las histonas H4 y H2A, activando la transcripcion de diferentes
genes (Doyon et al., 2004), algunos de estos estan asociados con oncogenes, apoptosis, senescencia
o reparacion del ADN (Doyon et al., 2004). Curiosamente, esta proteina también esté relacionada
con la proliferacion celular (Gartner et al., 2003). Ademas de las proteinas relacionadas con la
respuesta inflamatoria, se sugiere que pal esta regulando proteinas relacionadas con los procesos
de gliosis, como se observa en el estudio de Liu et al., (2013) en astrocitos de raton; al considerar
que son proteinas Unicas en el tratamiento con pal, significaria que la tibolona logro devolver sus
niveles de expresion a los del control (Liu et al., 2013). Esto concuerda con lo observado en reportes
preliminares que muestran que parte de los efectos protectores de la tibolona en astrocitos estan

relacionado con la regulacion de la inflamacién (Del Rio et al., 2020; Osorio et al., 2020).

Los resultados de este estudio muestran adicionalmente que entre las proteinas unicas de pal
reguladas al alta se encuentran la enoil-CoA reductasa de cadena muy larga (EC 1.3.1.93),
succinato-CoA ligasa subunidad beta, mitocondrial (EC 6.2.1.5), y la proteina 1 de elongacion de
AGs de cadena muy larga (EC 2.3.1.199), las cuales enriquecen significativamente para

metabolismo de acidos grasos y elongacion de acidos grasos. Lo que sugiere una relacion con la
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sintesis de AGs de cadena muy largay la sintesis de esfingolipidos a través de la via metabdlica de
la esfingosina 1-fosfato (S1P) (Wakashima et al., 2014). La acumulacion de AGs de cadena muy
larga en el cerebro esta relacionada con la desmielinizacion causada por patologias peroxisomales
(Braverman and Eichler, 2009). Por otra parte, la disfuncion del sistema de sefializacion del
receptor S1P da lugar a varios defectos vasculares, como la angiogénesis y el aumento de la
inflamacién debido al aumento de la permeabilidad que genera en los vasos sanguineos (Obinata
and Hla, 2019). Aungue, no se debe afirmar que el efecto de S1P sea detrimental, debido a que S1P
puede tener un rol dual en el cerebro, que resulta en proteccidn en algunas condiciones y dafiina en
otras (Karunakaran and van Echten-Deckert, 2017). Por lo tanto, seria interesante estudiar mas a

fondo que efectos esta teniendo S1P en los astrocitos humanos bajo un insulto con pal.

Al centrarse en las proteinas compartidas entre pal_vs_veh y tip_vs_veh, se destaca la proteina
SRP68 que hace parte de SRP, la cual a su vez es necesaria para la translocacién de proteinas al
RE (Lakkaraju et al., 2007) que pasé de estar regulada a la baja en pal contra veh a regulada al alta
en tip_vs_veh. Se ha observado que al generar un SRP reconstituido en ausencia del heterodimero
SRP68-SRP72, este carece de actividad de detencion de del alargamiento y translocacion
(Grotwinkel et al., 2014; Siegel and Walter, 1985). La funcion de detencién del alargamiento es
fisiolégicamente importante en las células de mamiferos ya que la eficiencia de la translocacion de
proteinas al RE se reduce significativamente cuando se anula la funcién de detencidn del

alargamiento de SRP, afectando su funcionamiento (Lakkaraju et al., 2007; Mary et al., 2010).

Aparte de las proteinas que la tibolona devolvio a niveles de expresion cercanos a los del control,
es importante sefialar que algunas de las proteinas expresadas diferencialmente en la comparacién
tip_vs_pal podrian explicar la respuesta protectora de tibolona (Tabla 5) y (Fig. 7 y 8). Una de esas
proteinas es la ubiquitina hidrolasa 14 carboxiterminal (EC 3.4.19.12), que actta como un inhibidor
fisiologico de la degradacion asociada al RE a traves de la interaccion con ERN1; de acuerdo con
lo anterior la tibolona podria estar alterando la regulacion de autofagia generada por pal en

astrocitos (Ortiz-Rodriguez et al., 2018).

Al comparar tip_vs_pal, se observa adicionalmente a la proteina Similar a la debrina 0 DBNL

regulada a la baja. DBNL se une a la actina y tiene un rol en su polimerizacion (Gaudet et al.,
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2011); sin embargo, también se ha demostrado que activa la quinasa N-terminal c-Jun (JNK)
(Ensenat et al., 1999); este proceso que estd relacionado con la sefializacion proapoptotica
(Dhanasekaran and Reddy, 2008), lo que indicaria que la tibolona tiene un rol en su regulacién lo
que podria contribuir a la respuesta protectora observada en el estudio de (Martin-Jiménez et al.,
2020). En adicidén a lo anterior, DBNL también se encuentra asociada a procesos de desgranulacion
de neutréfilos que se relaciona con procesos inflamatorios (Rocha-Perugini et al., 2017). No
obstante, es necesario anotar que este estudio sugiere que la respuesta de tibolona también puede
estar asociada a la reduccion de la subunidad MIC19 del complejo MICOS. De acuerdo con Darshi
et al., (2011), dicha reduccién esta asociada a cambios en la morfologia mitocondrial, causando
pérdida de crestas mitocondriales, y puede reducir la eficiencia de las mitocondrias (Darshi et al.,
2011).

En las proteinas Unicas que encontradas en la comparacion de tip_vs_veh, se observa regulada al
altaa IFIT3 (proteina inducida por interferén con repeticiones del tetratricopéptido 3). Esta proteina
acta como inhibidor de procesos celulares y virales, migracion celular, proliferacion viral,
sefializacion y replicacion (Pichlmair et al., 2011). Tiene actividad anti proliferativa a traves de la
regulacion positiva de los reguladores negativos del ciclo celular CDKN1A/p21 y CDKN1B/p27.
Normalmente, el recambio de CDKN1B/p27 esta regulado por COPS5, que se une a CDKN1B/p27
en el nucleo y lo exporta al citoplasma para su degradacién dependiente de ubiquitina. IFIT3
secuestra COPS5 en el citoplasma, aumentando asi los niveles de la proteina nuclear
CDKN1B/p27. Regula al alta a CDKN1A/p21 al regular a la baja MYC, un represor de
CDKN1A/p21 (Xiao et al., 2006). Ademas, esta proteina puede regular negativamente los efectos

proapoptoticos de IFIT2, proteina a la cual pal aumento su expresion (Stawowczyk et al., 2011).

También se encontrd que el pretratamiento con tibolona aumento la expresion de la proteina
quinasa 4 activada por mitdgenos (MAP4K4), la cual puede desempefiar un papel en la respuesta
al estrés ambiental y citocinas como el TNF-a (Kaneko et al., 2011). Se ha demostrado que esta
proteina juega un papel en la induccion de la transduccion de ARF (Yue et al., 2014) y en la
regulacion negativa de la apoptosis (Liu et al., 2011). Por lo tanto, MAP4K4 e IFIT3 podrian estar
contribuyendo a atenuar los procesos apoptoticos generados por pal, e IFIT3, ademas, podria estar
previniendo la proliferacion excesiva, que es parte del proceso tipico de astrogliosis (Karki et al.,

2014a). Adicionalmente en la comparacion de tip_vs_pal, se observo que tip aumento la expresion
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MAP2K1 (Fig. 8), la cual es una proteina que activa la via MAPK/ERK (Lavoie et al., 2018)
necesaria para la supervivencia celular (Liu et al., 2004), esta via puede fosforilar y activar a CREB
(Koga et al., 2019). Esto resulta llamativo debido a que se ha demostrado que CREB en astrocitos
y neuronas tiene accion protectora (Pardo et al., 2017). Por lo tanto, esto podria ser parte de la
respuesta protectora del pretratamiento con tibolona y seria interesante ver que esta pasando
cascada abajo de la via MAPK/ERK en este modelo.

En la comparacion con el vehiculo, la tibolona incrementd la proteina 6 de muerte celular
programada, que cumple diferentes roles en el funcionamiento celular, como la regulacién de la
proliferacion celular y el transporte vesicular desde el RE al Golgi (Okumura et al., 2009),
regulando la tamafio de las capas de COPII (McGourty et al., 2016), reparacién de la membrana,
estabiliza las interacciones de proteinas debiles (Inuzuka et al., 2010; Takeshi et al., 2015), y
participa en la aceleracion de la apoptosis, aumentando la actividad de la caspasa 3 (Lee et al.,
2005). Sin embargo, teniendo en cuenta que la tibolona redujo la muerte celular en NHA tratados
con pal (Martin-Jiménez et al., 2020), no es tan probable que en este caso active la via

proapoptética.

Por otra parte, la tibolona aumento la expresion de dos proteinas que regulaban la polimerizacion
de la actina y reduciendo la polimerizacion rapida de esta, las cuales fueron la subunidad alfa-2 de
la proteina de proteccion F-actinay Twinfilina-2 (Gaudet et al., 2011). Aunque, la tibolona también
redujo Twinfilina-1 que reduce la polimerizacién de actina (Gaudet et al., 2011). Lo cual podria
sopesar el efecto inhibitorio de la polimerizacion de la actina causado por la o subunidad alfa-2 de
la proteina de proteccion F-actina y Twinfilina-2.

Algunas de las vias observadas en éste estudio, no se han reportado como respuesta a las elevadas
cantidades de AGs saturados en astrocitos, pero si en otros tipos de células; cdmo la reduccién de
la traduccion provocada por pal en macréfagos mediante la activacion de elF2a, entre esas
proteinas IkBa que conducen a procesos inflamatorios (Korbecki and Bajdak-Rusinek, 2019). Los
resultados del presente estudio muestran que pal redujo la expresion de elF2a, y, lo que es mas
importante, los hallazgos recientes sugieren que la fosforilacion de elF2a no conduce
necesariamente a la regulacion negativa de la traduccién global y no se debe suponer una conexion
obligatoria entre la regulacion negativa de la traduccion y la fosforilacion de elF2a, por lo tanto

una regulacion a la baja de elF2a no va a inducir un aumento en la traduccién de proteinas y por
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eso el rol que genera elF2a debe ser validado de forma independiente y no Unicamente por su
expresion o fosforilacion (Boye and Grallert, 2020). Por otra parte, resulta interesante que
mutaciones en las enzimas encargadas de fosforilar a elF2a dan lugar a enfermedades humanas,

que a menudo incluyen patologias neuroldgicas y/o neurodegenerativas (Moon et al., 2018).

Aungue no se encontraron proteinas expresadas diferencialmente que se relacionaran de forma
directa a respuesta de inflamacion como Nf-«B, los resultados de este estudio muestran que pal
regulo al alta las proteinas relacionadas con la transformacion de pal a otros intermediarios méas
complejos como TERC, ELOVL1 y ACAAL, las cuales se relacionan a metabolismo de AGs y a
la elongacion de AGs de cadena muy larga. Este resultado es interesante porque cuando pal se
acumula en la célula puede ser transformado en diacilglicerol y ceramidas, estos productos pueden
activar varias vias de sefializacion que son comunes para la activacion de TLR4 mediada por
lipopolisacaridos, y se sabe que los productos metabdlicos de pal modulan la activacién de varias
PKC, el estrés del RE y pueden provocar el aumento en la generacion de ROS (Korbecki and
Bajdak-Rusinek, 2019). E incluso inflamacién y muerte celular si se trata de ceramidas (Drosatos
and Schulze, 2013; Liu et al., 2013). No obstante, no se sabe qué tipo de productos metabdlicos se
generaron en este estudio y seria relevante compararlo con los datos metabolomicos de pal en
células NHA.

Se ha reportado que el dafio causado por pal desencadena la respuesta inflamatoria metabdlica en
los astrocitos y generalmente se asocia con mecanismos dafiinos como el estrés oxidativo, el estrés
del RE y los defectos autofagicos (Ortiz-Rodriguez et al., 2018; Osorio et al., 2020). En este
sentido, también se ha reportado que la tibolona ejerce funciones protectoras contra la inflamacién
en modelos experimentales neuronales (Del Rio et al., 2020). Los hallazgos de este estudio
concuerdan con lo reportado en la literatura (Fig. 9), exceptuando los cambios de expresion
asociados con el estrés oxidativo generados por pal, aunque cabe resaltar que la producciéon de ROS
por pal en astrocitos humanos no es muy alta en el estudio hecho por Martin-Jiménez et al., (2020)
el cual tiene las mismas de condiciones usadas en este estudio. Similarmente, se report6 en otro
estudio con astrocitos tratados con pal 1mM por 24h que no hubo produccion ROS (Gonzélez-
Giraldo et al., 2018). Lo cual se podria relacionar a mecanismos de dafio y muerte celular generados
por pal que son independientes de la produccion de ROS (Hickson-Bick et al., 2002) y
probablemente esto se deba a que el pal no esté siendo usado en la ruta de beta oxidacion, sino que
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puede estar incrementando la sintesis de ceramida (Blazquez et al., 2001; Patil et al., 2007). Por
ultimo, es importante recordar que la tibolona debe ser metabolizada y el efecto protector en el
cerebro es generado por alfa-hidroxi y beta-hidroxi-tibolona (Del Rio et al., 2020); lo que puede
conducir a una dependencia de ser metabolizada correctamente y a la observacion de una respuesta

aparentemente ambigua por parte de la tibolona.

10. Conclusiones

Debido a la complejidad del dafio por acido palmitico y los diversos mecanismos que este puede
activar, resulta dificil comprender este fendmeno centrdndose Unicamente en una ruta o
mecanismo. Por lo tanto, es importante resaltar que este es el primer estudio exhaustivo del perfil
protedmico de astrocitos humanos sometidos a un dafio lipotoxico permitiendo una interpretacion
mas completa de los mecanismos involucrados, sus resultados amplian nuestra comprension sobre
el efecto lipotoxico del acido palmitico en astrocitos humanos. Se identificaron 110 proteinas hub
y de estés se encontraron 27 diferencialmente expresadas, de las cuales 10 estan relacionados a la
respuesta inducida por el dafio lipotoxico generado por el acido palmitico y 17 la accién de la

tibolona en los astrocitos humanos.

Dentro de las proteinas relacionadas con el dafio causado por el acido palmitico, se encontr6é una
asociacion con la activacion de la inflamacion, respuesta inmune, desregulacion de la sintesis de
proteina, autofagia, transporte por vesiculas y procesos relacionados con el reticulo
endoplasmatico. También se evidencio que algunos de los efectos generados por el acido palmitico
como la reduccion de algunas proteinas ribosomales y la desregulacion de la traduccion de
proteinas. Interesantemente el pretratamiento con tibolona retorno la expresion de varias de estas
proteinas a los niveles del vehiculo. Adicionalmente el pretratamiento con tibolona redujo la
expresion de proteinas que activan vias proapoptoticas. La suma de estos factores podria explicar
el efecto protector del pretratamiento con tibolona observado en el estudio de (Martin-Jiménez et
al., 2020).

En este estudio se destaca la regulacion de la traduccidn y transporte de proteinas como posible
mecanismo protector de la tibolona, lo cual podria evitar la activacion de estrés del reticulo

endoplasmatico, respuesta inflamatoria y muerte celular inducida por factores inhibidores de la
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traduccion de proteinas. Sin embargo, la respuesta de la tibolona tiene efectos que pueden parecer
detrimentales para la célula, como la reduccion en la expresion de aconitasa y del complejo MICOS

o0 el aumento de una proteina con actividad proapoptotica.

Por lo tanto, no se puede afirmar que el pretratamiento con tibolona revierta completamente el dafio
causado por el acido palmitico, pero si muestra efectos protectores a nivel de astrocitos y al
contrastar con lo que se ha reportado previamente, es probable que los efectos benéficos puedan
sopesar a los efectos perjudiciales haciendo promisorio su uso para tratar los dafios lipotoxicos en

astrocitos humanos.

11. RECOMEDACIONES

Se sugiere el estudio del perfil protedmico con una mayor profundidad con el uso de equipos como
el TIMS-TOF o el Lumos, y algoritmos que hagan uso del aprendizaje de maquina como el método
BoxCar o Prosit. Asi mismo se sugiere replicar el estudio con otras células cerebrales implicadas
en procesos de neurodegeneracion y la integracion de diferentes datos émicos para obtener una
interpretacion mas robusta del sistema. Por ultimo, probablemente se pueda obtener una respuesta
mas contundente de la tibolona si se usan directamente los metabolitos 3-alfa-hidroxi y 3-beta-

hidroxi tibolona.
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12. Material suplementario

Material Suplementario 1. lista completa de proteinas expresadas diferencialmente en la
comparacion pal_vs_veh

Entry Nombre de la proteina en Uniprot Nombre de Expresion
genes de las
proteinas
P31949 | Protein S100-A11 (Calgizzarin) (Metastatic lymph S100A11 Al alta

node gene 70 protein) (MLN 70) (Protein S100-C) MLN70
(5100 calcium-binding protein A11) [Cleaved into: S100C
Protein S100-Al11, N-terminally processed]

Q9P2R7 | Succinate--CoA ligase [ADP-forming] subunit beta, | SUCLA2 Al alta
mitochondrial (EC 6.2.1.5) (ATP-specific succinyl-
CoA synthetase subunit beta) (A-SCS) (Succinyl-
CoA synthetase beta-A chain) (SCS-betaA)
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Q12904 | Aminoacyl tRNA synthase complex-interacting AIMP1 Al alta
multifunctional protein 1 (Multisynthase complex EMAP2
auxiliary component p43) [Cleaved into: Endothelial | SCYE1
monocyte-activating polypeptide 2 (EMAP-2)
(Endothelial monocyte-activating polypeptide 1)
(EMAP-II) (Small inducible cytokine subfamily E
member 1)]
Q9Y265 | RuvB-like 1 (EC 3.6.4.12) (49 kDa TATA box- RUVBL1 Al alta
binding protein-interacting protein) (49 kDa TBP- INO8OH
interacting protein) (54 kDa erythrocyte cytosolic NMP238
protein) (ECP-54) (INO80 complex subunit H) TIP49
(Nuclear matrix protein 238) (NMP 238) (Pontin 52) | TIP49A
(TIP49a) (TIP60-associated protein 54-alpha)
(TAP54-alpha)
P61204 | ADP-ribosylation factor 3 ARF3 Al alta
P60484 | Phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphate 3- PTEN Al alta
phosphatase and dual-specificity protein phosphatase | MMAC1
PTEN (EC 3.1.3.16) (EC 3.1.3.48) (EC 3.1.3.67) TEP1
(Mutated in multiple advanced cancers 1)
(Phosphatase and tensin homolog)
Q8NGAL | Olfactory receptor 1M1 (Olfactory receptor 19-6) OR1M1 Al alta
(OR19-6) (Olfactory receptor OR19-5)
P81605 | Dermcidin (EC 3.4.-.-) (Preproteolysin) [Cleaved DCD AIDD | Al alta
into: Survival-promoting peptide; DCD-1] DSEP
P13473 Lysosome-associated membrane glycoprotein 2 LAMP2 Al alta
(LAMP-2) (Lysosome-associated membrane protein
2) (CD107 antigen-like family member B) (LGP-96)
(CD antigen CD107b)
P00403 | Cytochrome c oxidase subunit 2 (EC 7.1.1.9) MT-CO2 Al alta
(Cytochrome c oxidase polypeptide 1) COIl COX2
COXiIl
MTCO2
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Q9BWSG6O0 | Elongation of very long chain fatty acids protein 1 ELOVL1 Al alta
(EC 2.3.1.199) (3-keto acyl-CoA synthase ELOVL1) | SSC1 CGI-88
(ELOVL fatty acid elongase 1) (ELOVL FA
elongase 1) (Very long chain 3-ketoacyl-CoA
synthase 1) (Very long chain 3-oxoacyl-CoA
synthase 1)

Q9UBI6 | Guanine nucleotide-binding protein G(I)/G(S)/G(0O) | GNG12 Al alta
subunit gamma-12

Q6P2Q9 | Pre-mRNA-processing-splicing factor 8 (220 kDa PRPF8 Al alta
U5 snRNP-specific protein) (PRP8 homolog) PRPC8
(Splicing factor Prp8) (p220)

P62851 | 40S ribosomal protein S25 (Small ribosomal subunit | RPS25 Al alta
protein eS25)

P46109 | Crk-like protein CRKL Al alta

P49821 | NADH dehydrogenase [ubiquinone] flavoprotein 1, | NDUFV1 Al alta
mitochondrial (EC 7.1.1.2) (Complex 1-51kD) (ClI- UQOR1
51kD) (NADH dehydrogenase flavoprotein 1)
(NADH-ubiquinone oxidoreductase 51 kDa subunit)

014737 | Programmed cell death protein 5 (TF-1 cell PDCD5 Al alta
apoptosis-related protein 19) (Protein TFAR19) TFAR19

QI9NZ01 | Very-long-chain enoyl-CoA reductase (EC 1.3.1.93) | TECR Al alta
(Synaptic glycoprotein SC2) (Trans-2,3-enoyl-CoA | GPSN2 SC2
reductase) (TER)

Q96DG6 | Carboxymethylenebutenolidase homolog (EC 3.1.-.-) | CMBL Al alta

Q92888 | Rho guanine nucleotide exchange factor 1 (115 kDa | ARHGEF1 Al alta
guanine nucleotide exchange factor) (p115-RhoGEF)
(p115RhoGEF) (Subl.5)

Q9UJUG | Drebrin-like protein (Cervical SH3P7) (Cervical DBNL Al alta
mucin-associated protein) (Drebrin-F) (HPK1- CMAP
interacting protein of 55 kDa) (HIP-55) (SH3 SH3P7
domain-containing protein 7) PP5423
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P09913 | Interferon-induced protein with tetratricopeptide IFIT2 CIG-42 | Al alta
repeats 2 (IFIT-2) (ISG-54 K) (Interferon-induced 54 | G10P2 IFI54
kDa protein) (IFI-54K) (P54) ISG54

P09110 | 3-ketoacyl-CoA thiolase, peroxisomal (EC 2.3.1.16) | ACAAl Al alta
(Acetyl-CoA acyltransferase) (Beta-ketothiolase) ACAA
(Peroxisomal 3-oxoacyl-CoA thiolase) PTHIO

P13010 | X-ray repair cross-complementing protein 5 (EC XRCC5 Al alta
3.6.4.-) (86 kDa subunit of Ku antigen) (ATP- G22P2
dependent DNA helicase 2 subunit 2) (ATP-
dependent DNA helicase 11 80 kDa subunit) (CTC
box-binding factor 85 kDa subunit) (CTC85)
(CTCBF) (DNA repair protein XRCC5) (Ku80)
(Ku86) (Lupus Ku autoantigen protein p86) (Nuclear
factor 1V) (Thyroid-lupus autoantigen) (TLAA) (X-
ray repair complementing defective repair in Chinese
hamster cells 5 (double-strand-break rejoining))

P12955 | Xaa-Pro dipeptidase (X-Pro dipeptidase) (EC PEPD PRD Al alta
3.4.13.9) (Imidodipeptidase) (Peptidase D) (Proline
dipeptidase) (Prolidase)

Q96Q42 | Alsin (Amyotrophic lateral sclerosis 2 chromosomal | ALS2 A la baja
region candidate gene 6 protein) (Amyotrophic ALS2CR6
lateral sclerosis 2 protein) KIAA1563

P78344 | Eukaryotic translation initiation factor 4 gamma 2 EIF4G2 A la baja
(elF-4-gamma 2) (elF-4G 2) (elF4G 2) (Death- DAP5
associated protein 5) (DAP-5) (p97) OK/SW-cl.75

Q9UNE?7 | E3 ubiquitin-protein ligase CHIP (EC 2.3.2.27) STUB1 CHIP | A labaja
(Antigen NY-CO-7) (CLL-associated antigen KW-8) | PP1131
(Carboxy terminus of Hsp70-interacting protein)
(RING-type E3 ubiquitin transferase CHIP) (STIP1
homology and U box-containing protein 1)

P55263 | Adenosine kinase (AK) (EC 2.7.1.20) (Adenosine 5'- | ADK A la baja

phosphotransferase)
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Q16204 | Coiled-coil domain-containing protein 6 (Papillary CCDC6 A la baja
thyroid carcinoma-encoded protein) (Protein H4) D10S170
TST1
P48047 | ATP synthase subunit O, mitochondrial (ATP ATP5PO A la baja
synthase peripheral stalk subunit OSCP) ATP50
(Oligomycin sensitivity conferral protein) (OSCP) ATPO
Q9Y333 | U6 snRNA-associated Sm-like protein LSm2 LSM2 A la baja
(Protein G7b) (Small nuclear ribonuclear protein D Cé6orf28 G7B
homolog) (ShRNP core Sm-like protein Sm-x5)
Q13561 | Dynactin subunit 2 (50 kDa dynein-associated DCTN2 A la baja
polypeptide) (Dynactin complex 50 kDa subunit) DCTN50
(DCTN-50) (p50 dynamitin)
Q9P2B4 | CTTNBP2 N-terminal-like protein CTTNBP2NL | A la baja
KIAA1433
Q15404 | Ras suppressor protein 1 (RSP-1) (Rsu-1) RSUL1 RSP1 | Alabaja
060884 | DnaJ homolog subfamily A member 2 (Cell cycle DNAJA2 A la baja
progression restoration gene 3 protein) (Dnj3) (Dj3) | CPR3
(HIRA-interacting protein 4) (Renal carcinoma HIRIP4
antigen NY-REN-14)
P16035 | Metalloproteinase inhibitor 2 (CSC-21K) (Tissue TIMP2 A la baja
inhibitor of metalloproteinases 2) (TIMP-2)
QI9NPAS | Transcription and mRNA export factor ENY2 ENY2 DC6 A la baja
(Enhancer of yellow 2 transcription factor homolog)
P61927 | 60S ribosomal protein L37 (G1.16) (Large ribosomal | RPL37 A la baja
subunit protein eL37)
095373 | Importin-7 (Imp7) (Ran-binding protein 7) (RanBP7) | IPO7 A la baja
RANBP7
Q92890 | Ubiquitin recognition factor in ER-associated UFD1 A la baja
degradation protein 1 (Ubiquitin fusion degradation | UFD1L

protein 1) (UB fusion protein 1)
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P84090 | Enhancer of rudimentary homolog ERH A la baja

P12270 | Nucleoprotein TPR (Megator) (NPC-associated TPR A la baja
intranuclear protein) (Translocated promoter region
protein)

000571 | ATP-dependent RNA helicase DDX3X (EC DDX3X A la baja
3.6.4.13) (CAP-Rf) (DEAD box protein 3, X- DBX DDX3
chromosomal) (DEAD box, X isoform) (DBX)

(Helicase-like protein 2) (HLP2)

043795 | Unconventional myosin-l1b (MYH-1c) (Myosin | MYO1B A la baja
alpha) (MMI-alpha) (MMIa)

P61313 | 60S ribosomal protein L15 (Large ribosomal subunit | RPL15 EC45 | A la baja
protein eL15) TCBAPOQ781

Q14677 | Clathrin interactor 1 (Clathrin-interacting protein CLINT1 A la baja
localized in the trans-Golgi region) (Clint) ENTH EPN4
(Enthoprotin) (Epsin-4) (Epsin-related protein) EPNR
(EpsinR) KIAA0171

Q6NYCS8 | Phostensin (Protein phosphatase 1 F-actin PPP1R18 A la baja
cytoskeleton-targeting subunit) (Protein phosphatase | HKMT1098
1 regulatory subunit 18) KIAA1949

P05198 | Eukaryotic translation initiation factor 2 subunit 1 EIF2S1 A la baja
(Eukaryotic translation initiation factor 2 subunit EIF2A
alpha) (elF-2-alpha) (elF-2A) (elF-2alpha)

Q13409 | Cytoplasmic dynein 1 intermediate chain 2 DYNC1I2 A la baja
(Cytoplasmic dynein intermediate chain 2) (Dynein | DNCI2
intermediate chain 2, cytosolic) (DH IC-2) DNCIC2

Q9UHBY9 | Signal recognition particle subunit SRP68 (SRP68) SRP68 A la baja
(Signal recognition particle 68 kDa protein)

Q9UHV9 | Prefoldin subunit 2 PFDN2 PFD2 | A la baja

HSPC231
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P53621 | Coatomer subunit alpha (Alpha-coat protein) (Alpha- | COPA A la baja
COP) (HEP-COP) (HEPCOP) [Cleaved into: Xenin
(Xenopsin-related peptide); Proxenin]
P53618 | Coatomer subunit beta (Beta-coat protein) (Beta- COPB1 A la baja
COP) COPB
MSTP026

Tabla completa de proteinas que fueron expresadas diferencialmente en la comparacion de pal_vs_veh con un de FDR

<0.1yp<0.01.

Material Suplementario 2. lista completa de proteinas expresadas diferencialmente en la
comparacion tip_vs_veh

Entry

Nombre de la proteina en
Uniprot

Nombre de genes

Expresion
de las
proteinas

Q16658

Fascin (55 kDa actin-bundling
protein) (Singed-like protein)
(pS5)

FSCN1 FAN1 HSN SNL

Al alta

QIY3D6

Mitochondrial fission 1 protein
(FIS1 homolog) (hFisl)
(Tetratricopeptide repeat
protein 11) (TPR repeat protein
11)

FIS1 TTC11 CGI-135

Al alta

QINQC3

Reticulon-4 (Foocen) (Neurite
outgrowth inhibitor) (Nogo
protein) (Neuroendocrine-
specific protein) (NSP)
(Neuroendocrine-specific
protein C homolog) (RTN-x)
(Reticulon-5)

RTN4 KIAA0886 NOGO
My043 SP1507

Al alta

095819

Mitogen-activated protein
kinase kinase kinase kinase 4
(EC 2.7.11.1) (HPK/GCK-like
kinase HGK) (MAPK/ERK
kinase kinase kinase 4) (MEK

MAP4K4 HGK KIAAQ0687
NIK

Al alta
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kinase kinase 4) (MEKKK 4)
(Nck-interacting kinase)

Q4KWHS

1-phosphatidylinositol 4,5-
bisphosphate
phosphodiesterase eta-1 (EC
3.1.4.11) (Phosphoinositide
phospholipase C-eta-1)
(Phospholipase C-eta-1) (PLC-
eta-1) (Phospholipase C-like
protein 3) (PLC-L3)

PLCH1 KIAA1069 PLCL3

Al alta

P63167

Dynein light chain 1,
cytoplasmic (8 kDa dynein
light chain) (DLC8) (Dynein
light chain LC8-type 1)
(Protein inhibitor of neuronal
nitric oxide synthase) (PIN)

DYNLL1 DLC1 DNCL1
DNCLC1 HDLC1

Al alta

075439

Mitochondrial-processing
peptidase subunit beta (EC
3.4.24.64) (Beta-MPP) (P-52)

PMPCB MPPB

Al alta

P05141

ADP/ATP translocase 2
(ADP,ATP carrier protein 2)
(ADP,ATP carrier protein,
fibroblast isoform) (Adenine
nucleotide translocator 2)
(ANT 2) (Solute carrier family
25 member 5) [Cleaved into:
ADP/ATP translocase 2, N-
terminally processed]

SLC25A5 ANT?2

Al alta

Q9UHB9

Signal recognition particle
subunit SRP68 (SRP68)
(Signal recognition particle 68
kDa protein)

SRP68

Al alta

075165

DnaJ homolog subfamily C
member 13 (Required for

DNAJC13 KIAA0678 RMES8

Al alta
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receptor-mediated endocytosis
8) (RME-8)

043169

Cytochrome b5 type B
(Cytochrome b5 outer
mitochondrial membrane
isoform)

CYB5B CYB5M OMB5

Al alta

P58546

Myotrophin (Protein V-1)

MTPN

Al alta

P63096

Guanine nucleotide-binding
protein G(i) subunit alpha-1
(Adenylate cyclase-inhibiting
G alpha protein)

GNAIl

Al alta

Q12904

Aminoacyl tRNA synthase
complex-interacting
multifunctional protein 1
(Multisynthase complex
auxiliary component p43)
[Cleaved into: Endothelial
monocyte-activating
polypeptide 2 (EMAP-2)
(Endothelial monocyte-
activating polypeptide II)
(EMAP-I11) (Small inducible
cytokine subfamily E member

D]

AIMP1 EMAP2 SCYEL1

Al alta

Q13162

Peroxiredoxin-4 (EC
1.11.1.24) (Antioxidant
enzyme AOE372) (AOE37-2)
(Peroxiredoxin V) (Prx-1V)
(Thioredoxin peroxidase
AO372) (Thioredoxin-
dependent peroxide reductase
A0372) (Thioredoxin-
dependent peroxiredoxin 4)

PRDX4

Al alta
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P21589

5'-nucleotidase (5'-NT) (EC
3.1.3.5) (Ecto-5'-nucleotidase)
(CD antigen CD73)

NT5E NT5 NTE

Al alta

075340

Programmed cell death protein
6 (Apoptosis-linked gene 2
protein homolog) (ALG-2)

PDCD6 ALG2

Al alta

P09914

Interferon-induced protein with
tetratricopeptide repeats 1
(IFIT-1) (Interferon-induced 56
kDa protein) (IFI-56K) (P56)

IFIT1 G10P1 IFI56 IFNAI1L
ISG56

Al alta

Q14108

Lysosome membrane protein 2
(85 kDa lysosomal membrane
sialoglycoprotein) (LGP85)
(CD36 antigen-like 2)
(Lysosome membrane protein
I1) (LIMP II) (Scavenger
receptor class B member 2)
(CD antigen CD36)

SCARB2 CD36L2 LIMP2
LIMPII

Al alta

P47755

F-actin-capping protein subunit
alpha-2 (CapZ alpha-2)

CAPZA2

Al alta

Q61BS0

Twinfilin-2 (A6-related
protein) (hA6RP) (Protein
tyrosine kinase 9-like)
(Twinfilin-1-like protein)

TWF2 PTKOL MSTPO11

Al alta

P14174

Macrophage migration
inhibitory factor (MIF) (EC
5.3.2.1) (Glycosylation-
inhibiting factor) (GIF) (L-
dopachrome isomerase) (L-
dopachrome tautomerase) (EC
5.3.3.12) (Phenylpyruvate
tautomerase)

MIF GLIF MMIF

Al alta

P60903

Protein S100-A10 (Calpactin |
light chain) (Calpactin-1 light

S100A10 ANX2LG CALIL
CLP11

Al alta
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chain) (Cellular ligand of
annexin Il) (S100 calcium-
binding protein A10) (p10
protein) (p11)

P06703

Protein S100-A6 (Calcyclin)
(Growth factor-inducible
protein 2A9) (MLN 4)
(Prolactin receptor-associated
protein) (PRA) (S100 calcium-
binding protein A6)

S100A6 CACY

Al alta

P06744

Glucose-6-phosphate
isomerase (GPI) (EC 5.3.1.9)
(Autocrine motility factor)
(AMF) (Neuroleukin) (NLK)
(Phosphoglucose isomerase)
(PGI) (Phosphohexose
isomerase) (PHI) (Sperm
antigen 36) (SA-36)

GPI

Al alta

P52594

Arf-GAP domain and FG
repeat-containing protein 1
(HIV-1 Rev-binding protein)
(Nucleoporin-like protein RIP)
(Rev-interacting protein)
(Rev/Rex activation domain-
binding protein)

AGFG1 HRB RAB RIP

Al alta

Q03518

Antigen peptide transporter 1
(APT1) (ATP-binding cassette
sub-family B member 2)
(Peptide supply factor 1)
(Peptide transporter PSF1)
(PSF-1) (Peptide transporter
TAP1) (Peptide transporter
involved in antigen processing
1) (Really interesting new gene
4 protein)

TAP1 ABCB2 PSF1 RING4
Y3

Al alta
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P0O7355

Annexin A2 (Annexin Il)
(Annexin-2) (Calpactin | heavy
chain) (Calpactin-1 heavy
chain) (Chromobindin-8)
(Lipocortin I1) (Placental
anticoagulant protein V)
(PAP-1V) (Protein 1) (p36)

ANXA2 ANX2 ANX2L4
CAL1H LPC2D

Al alta

Q92882

Osteoclast-stimulating factor 1

OSTF1

Al alta

P62851

40S ribosomal protein S25
(Small ribosomal subunit
protein eS25)

RPS25

Al alta

060502

Protein O-GIcNAcase (OGA)
(EC 3.2.1.169) (Beta-N-
acetylglucosaminidase) (Beta-
N-acetylhexosaminidase)
(Beta-hexosaminidase)
(Meningioma-expressed
antigen 5) (N-acetyl-beta-D-
glucosaminidase) (N-acetyl-
beta-glucosaminidase)
(Nuclear cytoplasmic O-
GIcNAcase and
acetyltransferase) (NCOAT)

OGA HEXC KIAA0679
MEA5 MGEAS

Al alta

Q9HAY6

Beta,beta-carotene 15,15'-
dioxygenase (EC 1.13.11.63)
(Beta-carotene dioxygenase 1)
(Beta-carotene oxygenase 1)

BCO1 BCDO BCDO1
BCMO1

Al alta

P60484

Phosphatidylinositol 3,4,5-
trisphosphate 3-phosphatase
and dual-specificity protein
phosphatase PTEN (EC
3.1.3.16) (EC 3.1.3.48) (EC
3.1.3.67) (Mutated in multiple
advanced cancers 1)

PTEN MMAC1 TEP1

Al alta
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(Phosphatase and tensin
homolog)

Q96TAL

Protein Niban 2 (Meg-3)
(Melanoma invasion by ERK)
(MINERVA) (Niban-like
protein 1) (Protein FAM129B)

NIBAN2 C90rf88 FAM129B

Al alta

Q92888

Rho guanine nucleotide
exchange factor 1 (115 kDa
guanine nucleotide exchange
factor) (p115-RhoGEF)
(p115RhoGEF) (Subl.5)

ARHGEF1

Al alta

P84085

ADP-ribosylation factor 5

ARF5

Al alta

P04264

Keratin, type Il cytoskeletal 1
(67 kDa cytokeratin)
(Cytokeratin-1) (CK-1) (Hair
alpha protein) (Keratin-1) (K1)
(Type-II keratin Kb1)

KRT1 KRTA

Al alta

P49902

Cytosolic purine 5'-
nucleotidase (EC 3.1.3.5)
(Cytosolic 5'-nucleotidase 1)

NT5C2 NT5B NT5CP PNT5

Al alta

Q9Y646

Carboxypeptidase Q (EC
3.4.17.-) (Lysosomal
dipeptidase) (Plasma glutamate
carboxypeptidase)

CPQ LCH1 PGCP

Al alta

P29692

Elongation factor 1-delta (EF-
1-delta) (Antigen NY-CO-4)

EEF1D EF1D

Al alta

Q8IWB7

WD repeat and FYVE domain-
containing protein 1 (FYVE
domain-containing protein
localized to endosomes 1)
(FENS-1) (Phosphoinositide-
binding protein 1) (WD40- and
FYVE domain-containing

WDFY1 FENS1 KIAA1435
WDF1 ZFYVEL7

Al alta
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protein 1) (Zinc finger FYVE
domain-containing protein 17)

Q96DG6

Carboxymethylenebutenolidase
homolog (EC 3.1.-.-)

CMBL

Al alta

Q5QNW6

Histone H2B type 2-F (H2B-
clustered histone 18)

H2BC18 HIST2H2BF

Al alta

Q7L014

Probable ATP-dependent RNA
helicase DDX46 (EC 3.6.4.13)
(DEAD box protein 46) (PRP5
homolog)

DDX46 KIAA0801

Al alta

Q9BW60

Elongation of very long chain
fatty acids protein 1 (EC
2.3.1.199) (3-keto acyl-CoA
synthase ELOVL1) (ELOVL
fatty acid elongase 1) (ELOVL
FA elongase 1) (Very long
chain 3-ketoacyl-CoA synthase
1) (Very long chain 3-oxoacyl-
CoA synthase 1)

ELOVL1 SSC1 CGI-88

Al alta

014879

Interferon-induced protein with
tetratricopeptide repeats 3
(IFIT-3) (C1G49) (1SG-60)
(Interferon-induced 60 kDa
protein) (IFI-60K) (Interferon-
induced protein with
tetratricopeptide repeats 4)
(IFIT-4) (Retinoic acid-
induced gene G protein) (P60)
(RIG-G)

IFIT3 CIG-49 IFI60 IFIT4
ISG60

Al alta

P00403

Cytochrome c¢ oxidase subunit
2 (EC 7.1.1.9) (Cytochrome ¢
oxidase polypeptide II)

MT-CO2 COIl COX2 COXII
MTCO2

Al alta

P19367

Hexokinase-1 (EC 2.7.1.1)
(Brain form hexokinase)

HK1

Al alta
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(Hexokinase type 1) (HK I)
(Hexokinase-A)

P09110

3-ketoacyl-CoA thiolase,
peroxisomal (EC 2.3.1.16)
(Acetyl-CoA acyltransferase)
(Beta-ketothiolase)
(Peroxisomal 3-oxoacyl-CoA
thiolase)

ACAA1 ACAAPTHIO

Al alta

095497

Pantetheinase (EC 3.5.1.92)
(Pantetheine hydrolase)
(Tiff66) (Vascular non-
inflammatory molecule 1)
(Vanin-1)

VNN1

Al alta

Q9UBI6

Guanine nucleotide-binding
protein G(1)/G(S)/G(O) subunit
gamma-12

GNG12

Al alta

P12235

ADP/ATP translocase 1 (ADP,
ATP carrier protein 1) (ADP,
ATP carrier protein,
heart/skeletal muscle isoform
T1) (Adenine nucleotide
translocator 1) (ANT 1) (Solute
carrier family 25 member 4)

SLC25A4 ANT1

Al alta

P62805

Histone H4

H4C1 H4/A H4FA
HIST1H4A; HAC2 H4/l H4FI
HIST1H4B; H4C3 H4/G
H4FG HIST1HAC; H4C4
H4/B H4FB HIST1HA4D;
H4C5 H4/J H4FJ HIST1HA4E;
H4C6 H4/C H4FC
HIST1H4F; H4C8 H4/H
H4FH HIST1H4H; H4AC9
H4/M H4FM HIST1H4l,
H4C11 H4/E H4FE
HIST1H4J; H4C12 H4/D
H4FD HIST1H4K; H4C13

Al alta
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H4/K H4FK HIST1HA4L;
H4C14 H4/N H4F2 H4FN
HIST2H4 HIST2H4A,; H4C15
H4/0 H4FO HIST2H4B; H4-
16 HIST4H4

095573

Long-chain-fatty-acid--CoA
ligase 3 (EC 6.2.1.3)
(Arachidonate--CoA ligase)
(EC 6.2.1.15) (Long-chain
acyl-CoA synthetase 3) (LACS
3)

ACSL3 ACS3 FACL3 LACS3

Al alta

014737

Programmed cell death protein
5 (TF-1 cell apoptosis-related
protein 19) (Protein TFAR19)

PDCD5 TFAR19

Al alta

P13010

X-ray repair cross-
complementing protein 5 (EC
3.6.4.-) (86 kDa subunit of Ku
antigen) (ATP-dependent DNA
helicase 2 subunit 2) (ATP-
dependent DNA helicase 11 80
kDa subunit) (CTC box-
binding factor 85 kDa subunit)
(CTC85) (CTCBF) (DNA
repair protein XRCC5) (Ku80)
(Ku86) (Lupus Ku autoantigen
protein p86) (Nuclear factor
IV) (Thyroid-lupus
autoantigen) (TLAA) (X-ray
repair complementing
defective repair in Chinese
hamster cells 5 (double-strand-
break rejoining))

XRCC5 G22P2

Al alta

P09913

Interferon-induced protein with
tetratricopeptide repeats 2
(IFIT-2) (1ISG-54 K)

IFIT2 C1G-42 G10P2 IFI54
ISG54

Al alta
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(Interferon-induced 54 kDa
protein) (IFI-54K) (P54)

Q96Q42

Alsin (Amyotrophic lateral
sclerosis 2 chromosomal
region candidate gene 6
protein) (Amyotrophic lateral
sclerosis 2 protein)

ALS2 ALS2CR6 KIAA1563

A la baja

P53618

Coatomer subunit beta (Beta-
coat protein) (Beta-COP)

COPB1 COPB MSTP026

A la baja

043294

Transforming growth factor
beta-1-induced transcript 1
protein (Androgen receptor
coactivator 55 kDa protein)
(Androgen receptor-associated
protein of 55 kDa) (Hydrogen
peroxide-inducible clone 5
protein) (Hic-5)

TGFB1I11 ARA55

A la baja

QINX63

MICOS complex subunit
MIC19 (Coiled-coil-helix-
coiled-coil-helix domain-
containing protein 3)

CHCHD3 MIC19 MINOS3

A la baja

043795

Unconventional myosin-1b
(MYH-1c) (Myosin | alpha)
(MMI-alpha) (MMIla)

MYO1B

A la baja

QINP79

Vacuolar protein sorting-
associated protein VTAL
homolog (Dopamine-
responsive gene 1 protein)
(DRG-1) (LYST-interacting
protein 5) (LIP5) (SKD1-
binding protein 1) (SBP1)

VTAL C6orf55 HSPC228
My012

A la baja

Q9UNE7

E3 ubiquitin-protein ligase
CHIP (EC 2.3.2.27) (Antigen
NY-CO-7) (CLL-associated

STUB1 CHIP PP1131

A la baja
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antigen KW-8) (Carboxy
terminus of Hsp70-interacting
protein) (RING-type E3
ubiquitin transferase CHIP)
(STIP1 homology and U box-
containing protein 1)

Q9P2B4

CTTNBP2 N-terminal-like
protein

CTTNBP2NL KIAA1433

A la baja

P46459

Vesicle-fusing ATPase (EC
3.6.4.6) (N-ethylmaleimide-
sensitive fusion protein)
(NEM-sensitive fusion protein)
(Vesicular-fusion protein NSF)

NSF

A la baja

P21399

Cytoplasmic aconitate
hydratase (Aconitase) (EC
4.2.1.3) (Citrate hydro-lyase)
(Ferritin repressor protein)
(Iron regulatory protein 1)
(IRP1) (Iron-responsive
element-binding protein 1)
(IRE-BP 1)

ACO1 IREB1

A la baja

Q08211

ATP-dependent RNA helicase
A (EC 3.6.4.13) (DEAH box
protein 9) (DExH-box helicase
9) (Leukophysin) (LKP)
(Nuclear DNA helicase I1)
(NDH 11) (RNA helicase A)

DHX9 DDX9 LKP NDH2

A la baja

QLKMD3

Heterogeneous nuclear
ribonucleoprotein U-like
protein 2 (Scaffold-attachment
factor A2) (SAF-A2)

HNRNPUL2 HNRPUL2

A la baja

P54578

Ubiquitin carboxyl-terminal
hydrolase 14 (EC 3.4.19.12)
(Deubiquitinating enzyme 14)
(Ubiquitin thioesterase 14)

USP14 TGT

A la baja
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(Ubiquitin-specific-processing
protease 14)

Q04637

Eukaryotic translation
initiation factor 4 gamma 1
(elF-4-gamma 1) (elF-4G 1)
(elF-4G1) (p220)

EIFAG1 EIF4AF EIF4G EIFAGI

A la baja

Q15165

Serum
paraoxonase/arylesterase 2
(PON 2) (EC 3.1.1.2) (EC
3.1.1.81) (Aromatic esterase 2)
(A-esterase 2) (Serum
aryldialkylphosphatase 2)

PON?2

A la baja

P43487

Ran-specific GTPase-
activating protein (Ran-binding
protein 1) (RanBP1)

RANBP1

A la baja

P22061

Protein-L-isoaspartate(D-
aspartate) O-methyltransferase
(PIMT) (EC 2.1.1.77) (L-
isoaspartyl protein carboxyl
methyltransferase) (Protein L-
isoaspartyl/D-aspartyl
methyltransferase) (Protein-
beta-aspartate
methyltransferase)

PCMT1

A la baja

P16035

Metalloproteinase inhibitor 2
(CSC-21K) (Tissue inhibitor of
metalloproteinases 2) (TIMP-
2)

TIMP2

A la baja

060884

DnaJ homolog subfamily A
member 2 (Cell cycle
progression restoration gene 3
protein) (Dnj3) (Dj3) (HIRA-
interacting protein 4) (Renal

DNAJA2 CPR3 HIRIP4

A la baja
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carcinoma antigen NY-REN-
14)

Q9Y333

U6 snRNA-associated Sm-like
protein LSm2 (Protein G7b)
(Small nuclear ribonuclear
protein D homolog) (ShRNP
core Sm-like protein Sm-x5)

LSM2 C6orf28 G7B

A la baja

P55263

Adenosine kinase (AK) (EC
2.7.1.20) (Adenosine 5'-
phosphotransferase)

ADK

A la baja

Q12792

Twinfilin-1 (Protein A6)
(Protein tyrosine kinase 9)

TWF1 PTK9

A la baja

P83731

60S ribosomal protein L24
(60S ribosomal protein L30)
(Large ribosomal subunit
protein eL24)

RPL24

A la baja

000571

ATP-dependent RNA helicase
DDX3X (EC 3.6.4.13) (CAP-

Rf) (DEAD box protein 3, X-

chromosomal) (DEAD box, X
isoform) (DBX) (Helicase-like
protein 2) (HLP2)

DDX3X DBX DDX3

A la baja

P43243

Matrin-3

MATRS3 KIAAQ0723

A la baja

000629

Importin subunit alpha-3

(Importin alpha Q1) (Qip1)
(Karyopherin subunit alpha-4)

KPNA4 QIP1

A la baja

QINTK5

Obg-like ATPase 1 (DNA
damage-regulated
overexpressed in cancer 45)
(DOC45) (GTP-binding
protein 9)

OLA1 GTPBP9 PRO2455
PTDO004

A la baja

Q02809

Procollagen-lysine,2-
oxoglutarate 5-dioxygenase 1

PLOD1 LLH PLOD

A la baja
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(EC 1.14.11.4) (Lysyl
hydroxylase 1) (LH1)

QINY33

Dipeptidyl peptidase 3 (EC
3.4.14.4) (Dipeptidyl
aminopeptidase I11)
(Dipeptidyl arylamidase I11)
(Dipeptidyl peptidase 111) (DPP
I11) (Enkephalinase B)

DPP3

A la baja

Q14194

Dihydropyrimidinase-related
protein 1 (DRP-1) (Collapsin
response mediator protein 1)
(CRMP-1) (Inactive
dihydropyrimidinase) (Unc-33-
like phosphoprotein 3) (ULIP-
3)

CRMP1 DPYSL1 ULIP3

A la baja

Q92896

Golgi apparatus protein 1
(CFR-1) (Cysteine-rich
fibroblast growth factor
receptor) (E-selectin ligand 1)
(ESL-1) (Golgi
sialoglycoprotein MG-160)

GLG1 CFR1 ESL1 MG160

A la baja

P61313

60S ribosomal protein L15
(Large ribosomal subunit
protein eL15)

RPL15 EC45 TCBAPQ781

A la baja

Q9HOU4

Ras-related protein Rab-1B

RAB1B

A la baja

QINYF8

Bcl-2-associated transcription
factor 1 (Btf) (BCLAF1 and
THRAP3 family member 1)

BCLAF1 BTF KIAA0164

A la baja

Q9UNMS6

26S proteasome non-ATPase
regulatory subunit 13 (26S
proteasome regulatory subunit
RPN9) (26S proteasome
regulatory subunit S11) (26S

PSMD13

A la baja
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proteasome regulatory subunit
p40.5)

Q5JPE7

Nodal modulator 2 (pM5
protein 2)

NOMO2

A la baja

Q92890

Ubiquitin recognition factor in
ER-associated degradation
protein 1 (Ubiquitin fusion
degradation protein 1) (UB
fusion protein 1)

UFD1 UFDI1L

A la baja

QIY2S6

Translation machinery-
associated protein 7 (Coiled-
coil domain-containing protein
72)

TMA7 CCDC72 HSPCO16
HSPC330

A la baja

Q13510

Acid ceramidase (AC)
(ACDase) (Acid CDase) (EC
3.5.1.23) (Acylsphingosine
deacylase) (N-
acylethanolamine hydrolase
ASAH1) (EC 3.5.1.-) (N-
acylsphingosine
amidohydrolase) (Putative 32
kDa heart protein) (PHP32)
[Cleaved into: Acid ceramidase
subunit alpha; Acid ceramidase
subunit beta]

ASAH1 ASAH HSD-33
HSD33

A la baja

P14927

Cytochrome b-c1 complex
subunit 7 (Complex Il subunit
7) (Complex Il subunit VI1I)
(QP-C) (Ubiquinol-cytochrome
c reductase complex 14 kDa
protein)

UQCRB UQBP

A la baja

P50570

Dynamin-2 (EC 3.6.5.5)

DNM2 DYN2

A la baja

Q726277

E3 ubiquitin-protein ligase
HUWEL (EC 2.3.2.26) (ARF-

HUWE1 KIAA0312
KIAA1578 UREB1 HSPC272

A la baja
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binding protein 1) (ARF-BP1)
(HECT, UBA and WWE
domain-containing protein 1)
(HECT-type E3 ubiquitin
transferase HUWEL)
(Homologous to E6AP
carboxyl terminus homologous
protein 9) (HectH9) (Large
structure of UREB1) (LASU1L)
(Mcl-1 ubiquitin ligase E3)
(Mule) (Upstream regulatory
element-binding protein 1)
(URE-B1) (URE-binding
protein 1)

Q92598

Heat shock protein 105 kDa
(Antigen NY-CO-25) (Heat
shock 110 kDa protein)

HSPH1 HSP105 HSP110
KIAA0201

A la baja

000244

Copper transport protein
ATOX1 (Metal transport
protein ATX1)

ATOX1 HAH1

A la baja

000231

26S proteasome non-ATPase
regulatory subunit 11 (26S
proteasome regulatory subunit
RPNG6) (26S proteasome
regulatory subunit S9) (26S
proteasome regulatory subunit
p44.5)

PSMD11

A la baja

Q8WUP2

Filamin-binding LIM protein 1
(FBLP-1) (Migfilin) (Mitogen-
inducible 2-interacting protein)
(MIG2-interacting protein)

FBLIM1 FBLP1

A la baja

P25786

Proteasome subunit alpha type-
1 (EC 3.4.25.1) (30 kDa
prosomal protein) (PROS-30)
(Macropain subunit C2)
(Multicatalytic endopeptidase

PSMA1 HC2 NU PROS30
PSC2

A la baja
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complex subunit C2)
(Proteasome component C2)
(Proteasome nu chain)

P05121

Plasminogen activator inhibitor
1 (PAI) (PAI-1) (Endothelial
plasminogen activator
inhibitor) (Serpin E1)

SERPINE1 PAI1 PLANH1

A la baja

P52597

Heterogeneous nuclear
ribonucleoprotein F (hnRNP F)
(Nucleolin-like protein mcs94-
1) [Cleaved into:
Heterogeneous nuclear
ribonucleoprotein F, N-
terminally processed]

HNRNPF HNRPF

A la baja

Q9UBR2

Cathepsin Z (EC 3.4.18.1)
(Cathepsin P) (Cathepsin X)

CTSz

A la baja

043615

Mitochondrial import inner
membrane translocase subunit
TIM44

TIMM44 MIMT44 TIM44

A la baja

P60468

Protein transport protein Sec61
subunit beta

SEC61B

A la baja

P61513

60S ribosomal protein L37a
(Large ribosomal subunit
protein eL43)

RPL37A

A la baja

P10253

Lysosomal alpha-glucosidase
(EC 3.2.1.20) (Acid maltase)
(Aglucosidase alfa) [Cleaved
into: 76 kDa lysosomal alpha-
glucosidase; 70 kDa lysosomal
alpha-glucosidase]

GAA

A la baja

P42766

60S ribosomal protein L35
(Large ribosomal subunit
protein uL29)

RPL35

A la baja
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P12270

Nucleoprotein TPR (Megator)
(NPC-associated intranuclear
protein) (Translocated
promoter region protein)

TPR

A la baja

Q15404

Ras suppressor protein 1 (RSP-
1) (Rsu-1)

RSU1 RSP1

A la baja

P05198

Eukaryotic translation
initiation factor 2 subunit 1
(Eukaryotic translation
initiation factor 2 subunit
alpha) (elF-2-alpha) (elF-2A)
(elF-2alpha)

EIF2S1 EIF2A

A la baja

P48047

ATP synthase subunit O,
mitochondrial (ATP synthase
peripheral stalk subunit OSCP)
(Oligomycin sensitivity
conferral protein) (OSCP)

ATP5PO ATP50 ATPO

A la baja

Q15121

Astrocytic phosphoprotein
PEA-15 (15 kDa
phosphoprotein enriched in
astrocytes) (Phosphoprotein
enriched in diabetes) (PED)

PEA15

A la baja

Q14677

Clathrin interactor 1 (Clathrin-
interacting protein localized in
the trans-Golgi region) (Clint)
(Enthoprotin) (Epsin-4) (Epsin-
related protein) (EpsinR)

CLINT1 ENTH EPN4 EPNR
KIAAO0171

A la baja

Q99426

Tubulin-folding cofactor B
(Cytoskeleton-associated
protein 1) (Cytoskeleton-
associated protein CKAPI)
(Tubulin-specific chaperone B)

TBCB CG22 CKAP1

A la baja
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Q9UHB6

LIM domain and actin-binding
protein 1 (Epithelial protein
lost in neoplasm)

LIMAL EPLIN SREBP3
PP624

A la baja

Q562R1

Beta-actin-like protein 2
(Kappa-actin)

ACTBL2

A la baja

P83916

Chromobox protein homolog 1
(HP1Hsbeta) (Heterochromatin
protein 1 homolog beta) (HP1
beta) (Heterochromatin protein
p25) (M31) (Modifier 1
protein) (p25beta)

CBX1 CBX

A la baja

P52943

Cysteine-rich protein 2 (CRP-
2) (Protein ESP1)

CRIP2 CRP2

A la baja

Q14192

Four and a half LIM domains
protein 2 (FHL-2) (LIM
domain protein DRAL)
(Skeletal muscle LIM-protein
3) (SLIM-3)

FHL2 DRAL SLIM3

A la baja

Q9UKY7

Protein CDV3 homolog

CDV3 H41

A la baja

Q13409

Cytoplasmic dynein 1
intermediate chain 2
(Cytoplasmic dynein
intermediate chain 2) (Dynein
intermediate chain 2, cytosolic)
(DH IC-2)

DYNC1I2 DNCI2 DNCIC2

A la baja

P26599

Polypyrimidine tract-binding
protein 1 (PTB) (57 kDa RNA-
binding protein PPTB-1)
(Heterogeneous nuclear
ribonucleoprotein 1) (hnRNP I)

PTBP1 PTB

A la baja

060749

Sorting nexin-2
(Transformation-related gene 9
protein) (TRG-9)

SNX2 TRG9

A la baja
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Tabla completa de proteinas que fueron expresadas diferencialmente en la comparacion de tip_vs_veh con un de FDR

<0.1y p<0.01.

Material Suplementario 3. lista completa de proteinas expresadas diferencialmente en la
comparacion tip_vs_pal

Entry Nombre de la proteina en Uniprot Nombre de genes Expresio
n de las
proteinas

094905 | Erlin-2 (Endoplasmic reticulum lipid ERLIN2 C8orf2 SPFH2 Al alta

raft-associated protein 2) (Stomatin- UNQ2441/PRO5003/PRO99
prohibitin-flotillin-HfIC/K domain- 24
containing protein 2) (SPFH domain-
containing protein 2)
P62829 | 60S ribosomal protein L23 (60S RPL23 Al alta
ribosomal protein L17) (Large
ribosomal subunit protein uL14)
Q6NYC | Phostensin (Protein phosphatase 1 F- PPP1R18 HKMT1098 Al alta
8 actin cytoskeleton-targeting subunit) KIAA1949
(Protein phosphatase 1 regulatory
subunit 18)
075340 | Programmed cell death protein 6 PDCD6 ALG2 Al alta
(Apoptosis-linked gene 2 protein
homolog) (ALG-2)
P20290 | Transcription factor BTF3 (Nascent BTF3 NACB OK/SW-cl.8 Al alta
polypeptide-associated complex
subunit beta) (NAC-beta) (RNA
polymerase B transcription factor 3)

Q9UKT76 | Jupiter microtubule associated JPT1 ARM2 HN1 Al alta

homolog 1 (Androgen-regulated
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protein 2) (Hematological and
neurological expressed 1 protein)
[Cleaved into: Jupiter microtubule
associated homolog 1, N-terminally
processed]

P53992

Protein transport protein Sec24C
(SEC24-related protein C)

SEC24C KIAAQ079

Al alta

P07305

Histone H1.0 (Histone H1") (Histone
H1(0)) [Cleaved into: Histone H1.0, N-
terminally processed]

H1-0 H1FO H1FV

Al alta

Q92882

Osteoclast-stimulating factor 1

OSTF1

Al alta

P28062

Proteasome subunit beta type-8 (EC
3.4.25.1) (Low molecular mass protein
7) (Macropain subunit C13)
(Multicatalytic endopeptidase complex
subunit C13) (Proteasome component
C13) (Proteasome subunit beta-5i)
(Really interesting new gene 10
protein)

PSMB8 LMP7 PSMB5i
RING10 Y2

Al alta

pP27708

CAD protein [Includes: Glutamine-
dependent carbamoyl-phosphate
synthase (EC 6.3.5.5); Aspartate
carbamoyltransferase (EC 2.1.3.2);
Dihydroorotase (EC 3.5.2.3)]

CAD

Al alta

Q13561

Dynactin subunit 2 (50 kDa dynein-
associated polypeptide) (Dynactin
complex 50 kDa subunit) (DCTN-50)
(p50 dynamitin)

DCTNZ2 DCTNS0

Al alta

QOUHB

Signal recognition particle subunit
SRP68 (SRP68) (Signal recognition
particle 68 kDa protein)

SRP68

Al alta

Q99729

Heterogeneous nuclear
ribonucleoprotein A/B (hnRNP A/B)

HNRNPAB ABBP1
HNRPAB

Al alta
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(APOBEC1-binding protein 1)
(ABBP-1)

Q16204

Coiled-coil domain-containing protein
6 (Papillary thyroid carcinoma-
encoded protein) (Protein H4)

CCDC6 D10S170 TST1

Al alta

P78344

Eukaryotic translation initiation factor
4 gamma 2 (elF-4-gamma 2) (elF-4G
2) (elFAG 2) (Death-associated protein
5) (DAP-5) (p97)

EIF4AG2 DAP5 OK/SW-cl.75

Al alta

Q02750

Dual specificity mitogen-activated
protein kinase kinase 1 (MAP kinase
kinase 1) (MAPKK 1) (MKK1) (EC
2.7.12.2) (ERK activator kinase 1)
(MAPK/ERK kinase 1) (MEK 1)

MAP2K1 MEK1 PRKMK1

Al alta

P12955

Xaa-Pro dipeptidase (X-Pro
dipeptidase) (EC 3.4.13.9)
(Imidodipeptidase) (Peptidase D)
(Proline dipeptidase) (Prolidase)

PEPD PRD

A la baja

QINX63

MICOS complex subunit MIC19
(Coiled-coil-helix-coiled-coil-helix
domain-containing protein 3)

CHCHD3 MIC19 MINOS3

A la baja

Q15165

Serum paraoxonase/arylesterase 2
(PON 2) (EC 3.1.1.2) (EC 3.1.1.81)
(Aromatic esterase 2) (A-esterase 2)
(Serum aryldialkylphosphatase 2)

PON?2

A la baja

Q9UJUG

Drebrin-like protein (Cervical SH3P7)
(Cervical mucin-associated protein)
(Drebrin-F) (HPK1-interacting protein
of 55 kDa) (HIP-55) (SH3 domain-
containing protein 7)

DBNL CMAP SH3P7
PP5423

A la baja

043294

Transforming growth factor beta-1-
induced transcript 1 protein (Androgen
receptor coactivator 55 kDa protein)
(Androgen receptor-associated protein

TGFB1I11 ARAS5

A la baja
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of 55 kDa) (Hydrogen peroxide-
inducible clone 5 protein) (Hic-5)

P21399

Cytoplasmic aconitate hydratase
(Aconitase) (EC 4.2.1.3) (Citrate
hydro-lyase) (Ferritin repressor
protein) (Iron regulatory protein 1)
(IRP1) (Iron-responsive element-
binding protein 1) (IRE-BP 1)

ACO1 IREB1

A la baja

QINZ01

Very-long-chain enoyl-CoA reductase
(EC 1.3.1.93) (Synaptic glycoprotein
SC2) (Trans-2,3-enoyl-CoA reductase)
(TER)

TECR GPSN2 SC2

A la baja

P53618

Coatomer subunit beta (Beta-coat
protein) (Beta-COP)

COPB1 COPB MSTP026

A la baja

043615

Mitochondrial import inner membrane
translocase subunit TIM44

TIMM44 MIMT44 TIM44

A la baja

Q12792

Twinfilin-1 (Protein A6) (Protein
tyrosine kinase 9)

TWF1 PTK9

A la baja

P14927

Cytochrome b-c1 complex subunit 7
(Complex I subunit 7) (Complex |11
subunit VII) (QP-C) (Ubiquinol-
cytochrome c reductase complex 14
kDa protein)

UQCRB UQBP

A la baja

QINY33

Dipeptidyl peptidase 3 (EC 3.4.14.4)
(Dipeptidyl aminopeptidase 111)
(Dipeptidyl arylamidase I11)
(Dipeptidyl peptidase 111) (DPP 111)
(Enkephalinase B)

DPP3

A la baja

P54578

Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase
14 (EC 3.4.19.12) (Deubiquitinating
enzyme 14) (Ubiquitin thioesterase 14)
(Ubiquitin-specific-processing protease
14)

USP14 TGT

A la baja
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QINTK

Obg-like ATPase 1 (DNA damage-
regulated overexpressed in cancer 45)
(DOCA45) (GTP-binding protein 9)

OLA1 GTPBP9 PRO2455
PTDO004

A la baja

Q9HOU4

Ras-related protein Rab-1B

RAB1B

A la baja

P42167

Lamina-associated polypeptide 2,
isoforms beta/gamma (Thymopoietin,
isoforms beta/gamma) (TP
beta/gamma) (Thymopoietin-related
peptide isoforms beta/gamma) (TPRP
isoforms beta/gamma) [Cleaved into:
Thymopoietin (TP) (Splenin);
Thymopentin (TP5)]

TMPO LAP2

A la baja

P10253

Lysosomal alpha-glucosidase (EC
3.2.1.20) (Acid maltase) (Aglucosidase
alfa) [Cleaved into: 76 kDa lysosomal
alpha-glucosidase; 70 kDa lysosomal
alpha-glucosidase]

GAA

A la baja

095336

6-phosphogluconolactonase (6PGL)
(EC 3.1.1.31)

PGLS

A la baja

P52597

Heterogeneous nuclear
ribonucleoprotein F (hnRNP F)
(Nucleolin-like protein mcs94-1)
[Cleaved into: Heterogeneous nuclear
ribonucleoprotein F, N-terminally
processed]

HNRNPF HNRPF

A la baja

076094

Signal recognition particle subunit
SRP72 (SRP72) (Signal recognition
particle 72 kDa protein)

SRP72

A la baja

Q5JPE7

Nodal modulator 2 (pM5 protein 2)

NOMO2

A la baja

P83916

Chromobox protein homolog 1
(HP1Hsbeta) (Heterochromatin protein
1 homolog beta) (HP1 beta)

CBX1 CBX

A la baja
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(Heterochromatin protein p25) (M31)
(Modifier 1 protein) (p25beta)

000231 | 26S proteasome non-ATPase PSMD11 A la baja
regulatory subunit 11 (26S proteasome
regulatory subunit RPNG6) (26S
proteasome regulatory subunit S9)
(26S proteasome regulatory subunit
p44.5)

Q15046 | Lysine--tRNA ligase (EC 2.7.7.-) (EC | KARS1 KARS KIAA0070 A la baja
6.1.1.6) (Lysyl-tRNA synthetase)

(LysRS)
043795 | Unconventional myosin-Ib (MYH-1c) | MYO1B A la baja
(Myosin | alpha) (MMI-alpha) (MMIa)
Q9BZL1 | Ubiquitin-like protein 5 UBLS5 A la baja
Q16775 | Hydroxyacylglutathione hydrolase, HAGH GLO2 HAGH1 A la baja

mitochondrial (EC 3.1.2.6)
(Glyoxalase I1) (Glx 1)

P52943 | Cysteine-rich protein 2 (CRP-2) CRIP2 CRP2 A la baja
(Protein ESP1)

Tabla completa de proteinas que fueron expresadas diferencialmente en la comparacién de tip_vs_pal con un de FDR
<0.1.

Material suplementario 4. lista completa de las proteinas que fueron Unicas de la comparacion de
pal_vs_veh

Entry Nombre de la proteina en Uniprot Nombre de | Expresion
genes de las
proteinas

P31949 | Protein S100-Al11 (Calgizzarin) (Metastatic lymph S100A11 Al alta
node gene 70 protein) (MLN 70) (Protein S100-C) MLN70
S100C
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(S100 calcium-binding protein A11) [Cleaved into:
Protein S100-A11, N-terminally processed]

Q9P2R7 | Succinate--CoA ligase [ADP-forming] subunit beta, | SUCLA2 Al alta
mitochondrial (EC 6.2.1.5) (ATP-specific succinyl-
CoA synthetase subunit beta) (A-SCS) (Succinyl-
CoA synthetase beta-A chain) (SCS-betaA)
Q9Y265 | RuvB-like 1 (EC 3.6.4.12) (49 kDa TATA box- RUVBL1 Al alta
binding protein-interacting protein) (49 kDa TBP- INO8OH
interacting protein) (54 kDa erythrocyte cytosolic NMP238
protein) (ECP-54) (INO80 complex subunit H) TIP49
(Nuclear matrix protein 238) (NMP 238) (Pontin 52) | TIP49A
(TIP49a) (TIP60-associated protein 54-alpha)
(TAP54-alpha)
P61204 | ADP-ribosylation factor 3 ARF3 Al alta
Q8NGAL | Olfactory receptor 1M1 (Olfactory receptor 19-6) OR1M1 Al alta
(OR19-6) (Olfactory receptor OR19-5)
P81605 | Dermcidin (EC 3.4.-.-) (Preproteolysin) [Cleaved DCD AIDD | Al alta
into: Survival-promoting peptide; DCD-1] DSEP
P13473 | Lysosome-associated membrane glycoprotein 2 LAMP2 Al alta
(LAMP-2) (Lysosome-associated membrane protein
2) (CD107 antigen-like family member B) (LGP-96)
(CD antigen CD107b)
Q6P2Q9 | Pre-mRNA-processing-splicing factor 8 (220 kDa U5 | PRPF8 Al alta
snRNP-specific protein) (PRP8 homolog) (Splicing PRPC8
factor Prp8) (p220)
P46109 | Crk-like protein CRKL Al alta
P49821 NADH dehydrogenase [ubiquinone] flavoprotein 1, NDUFV1 Al alta
mitochondrial (EC 7.1.1.2) (Complex 1-51kD) (CI- UQOR1

51kD) (NADH dehydrogenase flavoprotein 1)
(NADH-ubiquinone oxidoreductase 51 kDa subunit)
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Q9NZ01 | Very-long-chain enoyl-CoA reductase (EC 1.3.1.93) | TECR Al alta
(Synaptic glycoprotein SC2) (Trans-2,3-enoyl-CoA GPSN2
reductase) (TER) SC2
Q9UJUG6 | Drebrin-like protein (Cervical SH3P7) (Cervical DBNL Al alta
mucin-associated protein) (Drebrin-F) (HPK1- CMAP
interacting protein of 55 kDa) (HIP-55) (SH3 SH3P7
domain-containing protein 7) PP5423
P12955 | Xaa-Pro dipeptidase (X-Pro dipeptidase) (EC PEPD PRD | Al alta
3.4.13.9) (Imidodipeptidase) (Peptidase D) (Proline
dipeptidase) (Prolidase)
P78344 | Eukaryotic translation initiation factor 4 gamma 2 EIFAG2 A la baja
(elF-4-gamma 2) (elF-4G 2) (elF4G 2) (Death- DAP5
associated protein 5) (DAP-5) (p97) OK/SW-
cl.75
Q16204 | Coiled-coil domain-containing protein 6 (Papillary CCDC6 A la baja
thyroid carcinoma-encoded protein) (Protein H4) D10S170
TST1
Q13561 | Dynactin subunit 2 (50 kDa dynein-associated DCTN2 A la baja
polypeptide) (Dynactin complex 50 kDa subunit) DCTN50
(DCTN-50) (p50 dynamitin)
QI9NPAS8 | Transcription and mRNA export factor ENY2 ENY2 DC6 | A labaja
(Enhancer of yellow 2 transcription factor homolog)
P61927 | 60S ribosomal protein L37 (G1.16) (Large ribosomal | RPL37 A la baja
subunit protein eL37)
095373 | Importin-7 (Imp7) (Ran-binding protein 7) (RanBP7) | IPO7 A la baja
RANBP7
P84090 | Enhancer of rudimentary homolog ERH A la baja
Q6NYCB8 | Phostensin (Protein phosphatase 1 F-actin PPP1R18 A la baja
cytoskeleton-targeting subunit) (Protein phosphatase | HKMT1098
1 regulatory subunit 18) KIAA1949
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Q9UHV9 | Prefoldin subunit 2 PFDN2 A la baja
PFD2
HSPC231

P53621 | Coatomer subunit alpha (Alpha-coat protein) (Alpha- | COPA A la baja

COP) (HEP-COP) (HEPCOP) [Cleaved into: Xenin
(Xenopsin-related peptide); Proxenin]

Lista completa de proteinas Unicamente en la comparacién de tip contra pal
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Material suplementario 5. Figura de GO Slim sobre la regulacion del transporte de proteinas
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QuickGO - https://www.ebi.ac.uk/QuickGO

GOSlim relaciona a a términos de regulacion negativa de proteinas y rastreando los efectos del transporte de proteinas
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Material suplementario 6.

Scale independence
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Soft Threshold (power)

SFT usado en el analisis WGCNA para generar los clisters de proteinas.

Material suplementario 7.

Soft Threshold (power)

mcodeCluster | Del nodo | nombre Nodo Nombre | Al nodo
perteneciente al | del nodo
maodulo (en
inglés)
12 075340 | PDCD6 ALG2 | turquoise 075340 | O75340
12 P51571 SSR4 TRAPD turquoise P51571 P51571
12 P13861 PRKAR2A turquoise P13861
PKR2 PRKAR2
11 Q9NY33 | DPP3 turquoise Q9NY33 | QINY33
11 043294 | TGFB1I1 turquoise 043294
ARA5S5
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13 PLCH1 red Q4KWHS | Q4KWHS
KIAA1069
PLCL3

13 Q9BZK7 | TBL1XR1 red Q9BZK7 | QIBZK7
IRAL TBLR1

13 P49023 | PXN red P49023

4 ALS2 red Q96Q42 | Q96Q42
ALS2CR6
KIAA1563

6 P55263 | ADK red P55263 | P55263

6 095373 | IPO7 RANBP7 | red 095373 | 095373

14 P61313 | RPL15 ECA45 | red P61313 | P61313
TCBAP0781

14 P47755 | CAPZA2 red P47755

4 060884 | DNAJA2 CPR3 | red 060884 | 060884
HIRIP4

5 CHCHD3 turquoise QINX63 | QINX63
MIC19
MINOS3

5 P10253 | GAA turquoise P10253 | P10253

11 QINTK5 | OLAL GTPBP9 | turquoise QINTK5 | QINTKS
PRO2455
PTD004

8 EIF3L EIF3EIP | turquoise Q9Y262 | Q9Y262

EIF3S6IP
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HSPCO021

HSPC025
MSTPO0S
8 P84157 | MXRAY turquoise P84157 P84157
8 P13611 | VCAN CSPG2 | turquoise P13611 P13611
8 P09960 | LTA4HLTA4 | turquoise P09960
4 P16035 | TIMP2 red P16035 P16035
6 P61204 | ARF3 red P61204 P61204
14 043795 | MYO1B red 043795 | 043795
5 Q12792 | TWF1 PTK9 turquoise Q12792 | Q12792
5 P21399 | ACO1 IREB1 turquoise P21399 P21399
4 P60484 | PTEN MMACL1 | red P60484 P60484
TEP1
6 Q92890 | UFD1 UFDI1L | red Q92890 | Q92890
6 STUB1 CHIP | red QI9UNE7 | QOUNE7
PP1131
2 P63173 | RPL38 pink P63173 P63173
2 Q9BR76 | CORO1B pink Q9BR76 | QI9BR76
4 000571 | DDX3X DBX | red 000571 | 000571
DDX3
2 P08708 | RPS17 RPS17L | pink P08708 P08708
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2 P37837 TALDO1 TAL | pink P37837 P37837
TALDO
TALDOR

2 P49773 | HINT1 HINT | pink P49773 P49773
PKCI1
PRKCNH1

2 P23396 | RPS3 OK/SW- | pink P23396 P23396
cl.26

2 P23381 | WARS1 IFI53 | pink P23381 P23381
WARS WRS

2 P30086 | PEBP1 PBP | pink P30086 P30086
PEBP

2 PO7951 | TPM2 TMSB pink P0O7951 P0O7951

2 P26038 | MSN pink P26038 P26038

2 P13639 | EEF2 EF2 pink P13639 P13639

1 ART4 DO | turquoise Q93070 | Q93070
DOK1

1 095819 | MAP4K4 HGK | turquoise 095819 | 095819
KIAA0687 NIK

10 PFDN1 PFD1 turquoise 060925 | 060925

1 P49902 | NT5C2 NT5B | turquoise P49902 P49902
NT5CP PNT5

1 P18065 IGFBP2  BP2 | turquoise P18065 P18065

IBP2
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Q7L014 | DDX46 turquoise Q7L014 | Q7L014
KIAA0801

P36507 | MAP2K2 pink P36507 P36507
MEK2 MKK2
PRKMK2

Q9Y646 | CPQ LCH1 | pink Q9Y646 | QY646
PGCP

095497 | VNN1 turquoise 095497 | 095497

Q6IBSO | TWF2 PTKOL | turquoise Q61BSO0 | Q61BSO
MSTPO11

P05413 | FABP3 turquoise P05413 P05413
FABP11 MDGI

P62244 | RPS15A turquoise P62244 P62244
OK/SW-cl.82

Q9POK7 | RAI14 turquoise Q9POK7 | Q9POK7
KIAA1334
NORPEG

QINVD7 | PARVA turquoise QINVD7 | QONVD7
MXRA2

P53985 | SLC16A1 turquoise P53985 P53985
MCT1

P32969 | RPL9 OK/SW- | turquoise P32969 P32969
cl.103; RPL9P7;
RPLIPS;

RPL9P9
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7 P05121 SERPINE1 red P05121 P05121
PAI1 PLANH1

1 P30040 | ERP29 C120rf8 | turquoise P30040 P30040
ERP28

1 P49327 | FASN FAS turquoise P49327 P49327

1 000231 | PSMD11 turquoise 000231 | 000231

1 P39687 | ANP32A turquoise P39687 P39687
Cl50rfl LANP
MAPM PHAP1

1 B5ME19 | EIF3CL turquoise B5ME19 | BSME19

2 P27635 | RPL10 turquoise P27635 P27635
DXS648E QM

10 Q07666 | KHDRBS1 turquoise Q07666 | Q07666
SAMG68

2 P49257 | LMAN1 turquoise P49257 P49257
ERGIC53
F5F8D

1 P62195 | PSMC5SUG1 | turquoise P62195 P62195

2 000159 | MYO1C turquoise 000159 | 000159

1 P12235 SLC25A4 turquoise P12235 P12235
ANT1

1 P24821 TNC HXB turquoise P24821 P24821

1 P11766 | ADH5 ADHX | turquoise P11766 P11766

FDH
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7 Q04637 | EIFAG1 EIF4F | turquoise Q04637 | Q04637
EIF4G EIF4GI

1 Q92499 | DDX1 turquoise Q92499 | Q92499

10 P15559 | NQO1 DIA4 | turquoise P15559 P15559
NMOR1

1 014974 | PPP1R12A turquoise 014974 | 014974
MBS MYPT1

1 PO7737 | PFN1 turquoise PO7737 PO7737

2 Q16527 | CSRP2 LMOS5 | turquoise Q16527 | Q16527
SMLIM

1 Q14247 | CTTN EMSL1 turquoise Q14247 | Q14247

1 P29692 | EEF1D EF1D turquoise P29692 P29692

7 Q9Y617 | PSAT1 PSA pink Q9Y617 | Q9Y617

9 Q00341 | HDLBP HBP | turquoise Q00341 | Q00341
VGL

9 P14136 | GFAP turquoise P14136 P14136

2 Q99497 | PARKY turquoise Q99497 Q99497

1 P27348 | YWHAQ turquoise P27348 P27348

1 P23528 | CFL1 CFL turquoise P23528 P23528

1 Q06830 | PRDX1 PAGA | turquoise Q06830 | Q06830
PAGB TDPX2

1 P62258 | YWHAE turquoise P62258 P62258
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P50395 | GDI2 turquoise P50395 P50395
RABGDIB

P07195 | LDHB turquoise P07195 P07195

P13667 | PDIA4 ERP70 | turquoise P13667 P13667
ERP72

P55072 | VCP turquoise P55072 P55072

075083 | WDR1 turquoise 075083 | 075083

P68104 | EEF1Al turquoise P68104 P68104
EEF1A EF1A
LENG7

P63104 | YWHAZ turquoise P63104 P63104

P30101 | PDIA3 ERP57 | turquoise P30101 P30101
ERP60 GRP58

Q14195 | DPYSL3 turquoise Q14195 Q14195
CRMP4 DRP3
ULIP ULIP1

Q13509 | TUBB3 TUBB4 | turquoise Q13509 | Q13509

PO7900 | HSP90AAL turquoise P07900 P07900
HSP90A
HSPC1 HSPCA

P14625 | HSP90B1 turquoise P14625 P14625
GRP94 TRA1

P07437 | TUBB TUBBS | turquoise P07437 P0O7437

OK/SW-cl.56
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1 Q71U36 | TUBALA turquoise Q71U36 | Q71U36
TUBA3

1 P63261 | ACTG1 ACTG | turquoise P63261

3 P09913 | IFIT2 CIG-42 | turquoise P09913 P09913
G10P2  IFI54
ISG54

7 Q9UBI6 | GNG12 turquoise Q9UBI6 | Q9UBI6

3 014879 | IFIT3 CIG-49 | turquoise 014879 | 014879
IFI60 IFIT4
ISG60

1 P09211 GSTP1 turquoise P09211 P09211
FAEES3 GST3

1 014950 | MYL12B turquoise 014950 | 014950
MRLC2
MYLC2B

7 P11021 HSPA5 GRP78 | turquoise P11021 P11021

3 P04406 | GAPDH GAPD | turquoise P04406 P04406
CDABP0047
OK/SW-cl.12

1 P11142 | HSPA8 HSC70 | turquoise P11142 P11142
HSP73 HSPA10

Lista completa de los nodos que pasaron el filtro de peso por MCODE en Cytoscape 3.8.0, los cuales representan a las

proteinas hub obtenidas en este estudio y que se relacionaron significativamente en cambios dados por tratamiento.
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