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RESUMEN

Los astrocitos son las células mas abundantes del sistema nervioso central; tienen
un rol importante en el mantenimiento del metabolismo cerebral; ya que, participan
de multiples procesos claves como la neurogénesis, sinaptogénesis y
neuroinflamacion [1,2], regulan funcionalmente la actividad neuronal, su
metabolismo energético y la sintesis de neurotransmisores [2,3]; en general,
podemos afirmar que los astrocitos son considerados como los reguladores
dindmicos de la produccién neuronal y su actividad funcional [2].

El estudio experimental de los astrocitos ha permitido dilucidar la importante
participacion de estas células en aspectos funcionales especificos del sistema
nervioso central. Sin embargo, se encuentra un gran vacio a nivel de la integracién
de los diferentes sistemas de interaccion metabdlicos y dindmicos que se llevan a
cabo en estas células para generar respuestas funcionales y protectoras. En ese
sentido, las herramientas bioinformaticas; especificamente, la biologia de sistemas
permite integrar el conocimiento biolégico experimental a gran escala en un
modelo matematico, para entender cémo las moléculas actian juntas dentro de
las redes de interaccibn que conforman la célula a estudiar, discriminando
propiedades emergentes en este sistema total, las cuales no son facilmente
observables en un sistema particionado.

De esta manera, durante la ultima década, los modelos matematicos de diferentes
sistemas biologicos cerebrales han jugado un papel muy importante en la
comprension de los datos recolectados por diferentes modalidades “dmicas”.
Estos han probado ser una herramienta util en el andlisis de diferentes procesos

bioquimicos llevados a cabo por astrocitos y neuronas. La gran mayoria de los
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modelos construidos a la fecha se han enfocado en pequefias partes del
metabolismo celular, por lo que no existe una representacion completa que
aproveche al maximo el conocimiento metabdlico generado alrededor de estas
células.

De acuerdo con lo anterior, en el presente trabajo se reporta la reconstruccion,
validacion y andlisis del modelo estequiométrico, compartimentalizado del
metabolismo astrocitario; tomando como punto de partida datos experimentales
transcriptémicos. El resultado fue un modelo del astrocito humano completo y
mejorado que incluye 5.659 reacciones y 5.007 metabolitos reacciones distribuidas
en todos los compartimentos celulares (extracelular, citoplasma, mitocondria,
reticulo endopldsmico, aparato de Golgi, lisosoma, peroxisoma y nucleo). El
modelo aqui presentado predice las principales vias metabdlicas activas bajo el
estado fisiolégico dado, representa el comportamiento del astrocito a nivel de
flujos en dichas rutas y simula los cambios en las actividades metabdlicas en
respuesta a las condiciones fisiolégicas excitatorias e isquémicas.

A la fecha, esta es la representacion mas completa del metabolismo del astrocito
realizada en términos de su cobertura e inclusion de genes, proteinas y vias
metabdlicas; de acuerdo con lo anterior, el modelo propuesto representa una
aproximacion computacional que puede ser potencialmente utilizada para avanzar
en el estudio y la comprensiéon del comportamiento metabdlico del astrocito en

cualquier tipo de enfermedad neuroldgica o neurodegenerativa.
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1. INTRODUCCION
Los astrocitos son las principales y mas numerosas células gliales encontradas en
en el cerebro [4]. En esencia, estas células juegan un papel fundamental en las
funciones del sistema central nervioso y participan en procesos claves como la
neurogeénesis, sinaptogénesis y neuroinflamacion [5,6], entre otros. Por otra parte,
se sabe que existe una estrecha interaccién entre los astrocitos y las neuronas,
determinada especificamente por una relacibn metabdlica en la que los primeros
regulan funcionalmente la actividad neuronal, su metabolismo energético y la
sintesis de neurotransmisores [7]; en general, podemos afirmar que los astrocitos
son considerados como los reguladores dinamicos de la produccion neuronal y su
actividad funcional [8], desencadenando multiples respuestas metabdlicas a los
diferentes estimulos e insultos a los que se expone el cerebro. Las respuestas
metabdlicas de estas células pueden involucrar alteraciones fisiolégicas o
patolégicas que pueden contribuir a la aparicibn de diversas enfermedades
neurologicas [9]. En ese sentido, los procesos metabdlicos globales e
interacciones dinamicas que se llevan a cabo en los astrocitos en los diferentes
estadios metabdlicos (fisioldgicos y patologicos) requieren mas investigacion; ya
que no estan del todo claros y existe una gran discusién en torno a las variaciones
de las rutas metabdlicas en respuesta a diferentes estimulos. A la fecha, se han
considerado diferentes aproximaciones experimentales que han permitido resolver
en parte este problema. Por ejemplo, se han desarrollado técnicas de marcaje
para la determinacion de procesos bioquimicos en respuesta a diferentes
estimulos (espectroscopia de resonancia magnética nuclear), herramientas

genéticas (determinacion de genes involucrados en las diferentes enfermedades
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(194

neurodegenerativas) y de andlisis “6micos” (transcriptomica, protedmica,
metaboldmica, etc.) especializados para comprender el comportamiento en
diversos niveles celulares [10,11], no obstante la implementacién y desarrollo de
estas técnicas implican un proceso a largo plazo, asociado con altos costos
econoémicos, tecnologicos y humanos lo que ha limitado en gran manera su
alcance [12]. Por otro lado las diferentes técnicas experimentales se han centrado
en el estudio pequefios sistemas de interaccion; dejando de lado el estudio global
e integrativo de la totalidad de sistemas metabdlicos que componen las células y
enfocandose en variaciones bioquimicas muy especificas que se dan en respuesta
a los diferentes estimulos.

En respuesta a estos vacios integrativos que pueden dejar las técnicas
experimentales se han planteado diferentes aproximaciones computacionales
basadas en la mineria de datos, bioinformatica y biologia computacional. Estos
abordajes computacionales permiten integrar datos a gran escala provenientes de
diferentes fuentes experimentales, entre estos, datos genémicos, transcriptémicos,
proteGmicos, etc. Asi mismo, la integracion de los datos experimentales con las
herramientas computacionales para el desarrollo de modelos matematicos
metabdlicos ha permitido simular el comportamiento celular a nivel global. De esta
manera el desarrollo de modelos se ha convertido en una opcion viable y
econdémica para el estudio del metabolismo; ya que, los datos necesarios para
este tipo de aproximaciones se encuentran ya publicados y estan disponibles en
las diferentes bases de datos, lo cual disminuye considerablemente los tiempos y
costos econOmicos asociados [12, 13]. Adicionalmente, el abordaje por medio de

estas aproximaciones in silico que usan un enfoque holistico permite la
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comprension integrada del funcionamiento de diversos sistemas biolégicos en
distintos escenarios [14,15] profundizando en el entendimiento de como las
interacciones internas y las interacciones con otros sistemas conllevan a la
aparicion de propiedades emergentes no observables en sistemas particionados
usualmente utilizados en estudios experimentales [16].

En los udltimos afos, la elaboracion de modelos computacionales metabdlicos ha
sido aplicado extensamente a los sistemas bacterianos, estos modelos han tenido
gran aceptacion cientifica gracias a los resultados exitosos que han sido aplicados
en distintos campos industriales. Actualmente, estas aproximaciones
computacionales se han extrapolado al desarrollo de modelos metabdlicos en
sistemas celulares humanos. Por ejemplo, previamente se desarroll6 un modelo
computacional que simulaba el exceso de glucosa en la mitocondria, este estudio
posibilité la deteccion de cambios en el metabolismo energético de este organulo,
permitiendo evaluar distintos tipos de tratamientos especificos [17]. A nivel de
modelos neurocomputacionales, se puede decir que son escasos los estudios que
utilizan la integracion de datos “0micos” para el andlisis computacional del
comportamiento metabodlico de las diferentes células en distintos contextos de
enfermedad [18]. Sin embargo, se han reportado previamente modelos
matematicos basados en datos bioguimicos obtenidos de la literatura, donde han
acoplado la actividad metabdlica de astrocitos y neuronas en un ambiente que
simula las variaciones metabolicas experimentadas en las diferentes
enfermedades que afectan el cerebro. Hay que resaltar que los modelos que se
han desarrollado a la fecha de las células cerebrales abarcan pequefios y

especificos sistemas metabolicos por lo tanto la informacion que pueden brindar
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es limitada y necesita de la inclusion e integracion de mas sistemas metabdlicos
que se sabe que se producen en estas células. Por tal motivo, el principal objetivo
de este trabajo es generar una reconstruccion matematica de astrocito que
abarque un gran conjunto de datos metabdlicos que permitan simular el
comportamiento celular, las interacciones entre los genes, las enzimas y rutas
metabdlicas en estados fisioldgicos y patologicos. Al dia de hoy, este es el primer
intento global de modelar estequiométricamente el metabolismo astrocitario . El
resultado fue un modelo de astrocito humano que incluye 5.659 reacciones y
5.007 metabolitos distribuidos en todos los compartimentos celulares (extracelular,
citoplasma, mitocondria, reticulo endopldsmico, aparato de golgi, lisosoma,
peroxisoma y nucleo). Para evaluar la red construida en condiciones fisiol6gicas y
en respuesta a una deprivacion de oxigeno y glucosa se utilizaron algoritmos
matematicos, tales como, el andlisis de balance de flujos (FBA) y el Radom
Sampling, por medio de estos algoritmos se realizaron las predicciones de flujos
metabolicos los cuales fueron verificados mediante la comparacion de las
correspondientes distribuciones de flujo del modelo con la literatura, el modelo fue
coherente con los flujos que se han determinado a nivel experimental.

Finalmente, el modelo reconstruido y mejorado del astrocito estara disponible en
la base de datos Biomodels [118] para que de esta manera pueda ser utilizado en
la generacion, evaluacion y direccionamiento de nuevas hipotesis de investigacion.
Asi mismo, se podria emplear el estudio e identificacion de blancos terapéuticos,
determinacion de biomarcadores y en el desarrollo de nuevas y mejores

estrategias neuroprotectoras.
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2. MARCO TEORICO
A continuacién, se presenta el estado del arte de los factores fundamentales
identificados para el correcto entendimiento del proyecto de grado.
2.1 Astrocito
Los astrocitos representan la poblacién de células mas abundante del cerebro,
constituyendo mas del 50% del total celular de la corteza cerebral. Inicialmente,
los astrocitos se consideran elementos de soporte pasivo de las neuronas en el
cerebro. Sin embargo, posteriormente se ha comprobado que desempefian un
papel importante en muchas de las funciones del sistema central nervioso [19]. La
estrecha interaccion de los astrocitos con las neuronas, especificamente la
relacion metabodlica entre estos dos tipos celulares, regula funcionalmente la
actividad neuronal, su metabolismo energético y la sintesis de neurotransmisores
[20]. En términos generales, estas células gliales estructuralmente complejas y
altamente fibrosas pueden ser entendidas como los reguladores dindmicos de la
produccion neuronal y su actividad.
Las funciones asociadas a los astrocitos resultan ser tan relevantes en el
funcionamiento del cerebro, que algunos autores indican que la estructura y la
funcién del cerebro esta determinada fundamentalmente por este tipo celular [21];
asi, la funcién y supervivencia de las neuronas estara determinada fuertemente
por el correcto funcionamiento de los astrocitos, razon por la cual este tipo celular
cumple no solo con funciones fisiolégicas sino también con un rol fundamental en
la respuesta a traumas y enfermedades [22,23]. Entre las funciones propuestas

gue cumplen los astrocitos podemos sefalar que proporcionan el soporte trofico a
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las neuronas vecinas y a los vasos sanguineos. Proveen metabdlicamente de
manera optimizada los nutrientes a las neuronas y mantienen estable el pH
extracelular eliminando el CO2 que las neuronas generan como producto del
metabolismo anaerobio que desarrollan normalmente [20]. Los astrocitos también
intervienen en la modulacibn de las concentraciones de los diferentes
neurotransmisores, principalmente del glutamato, en el espacio extracelular y se
encargan de mantener los gradientes ionicos dependientes de energia (Cat+,
Na+, K+) [24,25] [. También se les ha implicado en el control de la barrera
hematoencefélica y juegan un papel protector frente a la toxicidad de especies
reactivas de oxigeno(ROS), Peréxidos de hidrogeno(H202), metales vy
xenobidticos, ya que poseen sistemas enzimaticos especificos para su eliminacién
[26]. Se ha descrito que los astrocitos también intervienen en la produccion de
factores tréficos (NGF, factor de crecimiento nervioso; CNT, factor neurotréfico
ciliar, entre otros) a las neuronas [27] y oligodendrocitos cercanos, particularmente
después de una lesién [28,29]. Para llevar a cabo todas esas funciones la astroglia
requiere una considerable cantidad de energia metabdlica.

Los astrocitos tienen contacto con los vasos sanguineos, de donde obtienen la
glucosa como energia que se transporta a través de la circulacién sanguinea [30].
La glucosa que se utiliza en el cerebro es captada por los astrocitos, quienes
actuan como intermediarios de oxidacion para su posterior transporte hasta las
neuronas [31,32]. El cerebro es un érgano que consume grandes cantidades de
energia, esos grandes requerimientos de energia son soportados
metabolicamente por el astrocito. Por ese motivo, el astrocito es capaz de

almacenar glucégeno y utilizar sustratos diferentes a la glucosa como respuesta a
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los requerimientos celulares energéticos [33]. Una gran cantidad de datos
experimentales, sugieren que existe cierta especializacion en el uso de estos

sustratos por parte de las células gliales.
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Figura 1. Representacion esquemética de las interacciones metabdlicas entre astrocitos y

neuronas.

Los sustratos que son preferencialmente captados y metabolizados por las células
gliales, son aquellos que se incluyen directamente en el ciclo de los acidos
tricarboxilicos (TCA), como por ejemplo: acetato, piruvato, succinato, aspartato,
glutamato, g-aminobutirato (GABA), fenilalanina y leucina que son
preferencialmente captados y metabolizados por las células gliales [34,35]. Estas
células son especializadas en su metabolismo y desarrollan una actividad
complementaria a las neuronas. Para esto, los astrocitos poseen mecanismos de

intercambio 0 bombas para el transporte especifico de neurotransmisores o
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compuestos moduladores tales como el g-aminobutirato (GABA), L-glutamato, L-
aspartato, glicina, serotonina, noradrenalina, dopamina y adrenalina [36].

2.2 Isquemia

La Organizacion Mundial de la Salud, define la enfermedad cerebrovascular como
el rapido desarrollo de signos focales o globales de compromiso de la funcién
cerebral, con sintomas de veinticuatro horas o0 mas de duracion o que lleven a la
muerte, sin otra causa que el origen vascular. La importancia de la enfermedad
cerebrovascular se basa en su alta tasa de recurrencia, la que lo convierte en un
problema de salud publica que genera un gran impacto sobre la calidad de vida
por la discapacidad que produce y su alto indice de mortalidad [37].

La isquemia cerebral es una disminucion transitoria 0 permanente del riego
sanguineo con una consecuente disminucion del aporte de oxigeno y sustratos
energéticos necesarios para mantener el funcionamiento de las células del cerebro
[38]. El prondstico de los pacientes con enfermedad cerebrovascular depende de
la extension de la lesion o la severidad de la isquemia, y los mecanismos lesivos
fisiopatoldgicos posteriores [39]. Una interrupcion del flujo sanguineo cerebral y
por ende, la carencia de oxigeno y glucosa, desencadena una secuencia de
fenbmenos moleculares a corto y largo plazo en las diferentes células cerebrales
gue se inician con el fracaso energético relacionado con la interrupcion de los
procesos de fosforilacibn oxidativa, déficit en la produccién de trifosfato de
adenosina (ATP) e interrupcion de los gradientes i6nicos transmembranales [40].
Esta secuencia de fendmenos celulares puede confluir en dos modalidades de

muerte: la primera, relacionada directamente con el déficit energético y la

20



segunda, que corresponde a la muerte celular programada o apoptosis [41]. A la
fecha no se han desarrollado tratamientos efectivos regenerativos vy

neuroprotectores que detengan o retrasen los efectos de la isquemia cerebral [33].

2.3 Implicacion de los astrocitos en patologias del sistema nervioso
central

El cerebro contiene pequefias reservas de energia a pesar de ser un érgano que
requiere el consumo de grandes cantidades de energia. Las células cerebrales
son altamente dependientes de un ininterrumpido flujo de sustratos energéticos
provenientes de la circulacion [42]. El dafio en este proceso resulta en
perturbaciones de las funciones neuroldgicas, pérdida de la conciencia en muy
pocos minutos.

Recientemente, se han asociado los astrocitos con el desarrollo y mantenimiento
de diferentes enfermedades cerebrales [43]. Esto puede ser explicado si
consideramos la funcion que los astrocitos desempefian en el mantenimiento de
un correcto ambiente neuronal, su rol en la regulacién del flujo sanguineo cerebral
y el mantenimiento de la funcion sinaptica [44]. Cualquier disfuncién de los
astrocitos determinard cambios profundos que generalmente estaran asociados a
diferentes fenotipos de enfermedad. Sin embargo y pese a su importancia, aun
falta mucho por entender de sus caracteristicas moleculares y funcionales,

especialmente al considerar fisiopatologias [45].
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2.4  Aproximaciones computacionales

Desde que Gregorio Mendel describio la existencia de “unidades discretas” por
medio de las cuales la informacion es pasada de una generacion a la siguiente y
que estas determinan la forma y la funciéon de un organismo, la relacién genotipo-
fenotipo ha tenido una importancia fundamental en las ciencias de la vida. Para los
rasgos monogeénicos, la relacion genotipo-fenotipo puede ser faciimente
comprendida. Sin embargo, mayores rasgos fenotipicos implican mdultiples
productos de genes. Esto hace de la relacion genotipo-fenotipo un desafio para
reconstruir y comprender, dadas las complejas interacciones que se pueden
formar entre los productos génicos [46].

Con la publicacién en 1995 del primer genoma secuenciado completamente se
hizo posible identificar todos los productos genéticos implicados en los procesos
biolégicos complejos de un solo organismo [47]. Desde ahi, un gran nidmero de
tecnologias y conocimientos han servido para definir los componentes moleculares
en la célula, aunque todavia no se conocen en su totalidad, hoy en dia gracias al
estudio de las transformaciones bioquimicas metabdlicas se hace posible
reconstruir a una escala genémica, las redes metabdlicas de un organismo de una
manera detallada.

Anteriormente los andlisis moleculares sélo nos permitian obtener la informacion
basica sobre de su funcion, su composicion quimica y las situaciones donde era
utilizada. La aparicion de nuevas tecnologias de secuenciacion de alto rendimiento
ha permitido identificar miles de genes de manera simultanea, llevando a los
investigadores a ver las células como un sistema completo, en lugar de centrar su

atencion en los componentes individuales [48]. Este hecho, sumado al desarrollo
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de andlisis computacionales y de nuevas herramientas bioinformaticas, ha
permitido integrar tanto componentes moleculares como quimicos para crear
modelos computacionales de redes metabdlicas completas. La unién de estos
conocimientos matematicos, bioguimicos, genémicos y genéticos permiten asi la
formulacion de Modelos Metabdlicos a escala Gendémica (GEMS), los cuales
permiten predecir rasgos fenotipicos basados en la composicion genética y
bioguimica del organismo objetivo [46].

A raiz del crecimiento en la cantidad de genomas secuenciados y de la mayor
disponibilidad de informacion y con la creacién de la primera reconstruccion
metabdlica a escala gendmica en 1999 y sus respectivas aplicaciones in-silico
[46], se ha presentado un gran crecimiento de los trabajos en este tema [49,50].
(figura 2). En el 2007 se plante6 la posibilidad de realizar reconstrucciones que
incluyeran el total del metabolismo humano; con el fin, de estudiar fenotipos
metabdlicos de relevancia médica. Se destacan dos modelos metabdlicos, que a
la fecha han sido las mas importantes reconstrucciones del metabolismo humano
estas son: Recon 1 [48] y Human Metabolic Atlas [49,51].

Estos modelos han permitido nuevos enfoques de la biologia de sistemas dirigidos
hacia estudios de fisiologia, farmacologia, descubrimiento de biomarcadores
enrtre otros [52,53]. El alcance de las reconstrucciones es amplio y continla
creciendo. Actualmente, se han realizado cuantiosos estudios utilizado estas
reconstrucciones humanas, para estudios de cancer, diabetes, interaccion
huésped-patdégeno, desordenes metabolicos hereditarios y objetivos de drogas,

entre otros [54,14,55].

23



€ genomas secuenciados [mejores bases de datos)
A Reconstruccién de metabolitos a escala genomica

g 1000 e

c *

B=, L 2

o = &

= *

5 % 100

2% o

e

0 ©

S C ** A

- C A A

o= 10 L

o A

e A A

= 4

= 1 A= — A b A At . .
a3 a7 ‘01 ‘05 ‘08

Ano

Figura 2. Crecimiento de las secuencias gendmicas y las reconstrucciones metabdlicas a escala
gendmica. El nUmero de reconstrucciones de red ha crecido de manera exponencial, a un ritmo
similar al que han aparecido las secuencias genémicas.

Tomado de (Palsson 2009) [46].
2.5 Biologiade sistemas
Convencionalmente, en el estudio de los procesos biologicos se utiliza el método
cientifico clasico, que se basa en la confirmacion o refutacion de una hipétesis al
confrontarla con los resultados experimentales. La biologia sistémica utiliza un
enfoque basado en la modelizacion matematica de los procesos en estudio [46].
Como resultado de la simulacién, al poner a funcionar los modelos matematicos

con los que se representa el proceso, se obtiene una serie de predicciones del
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estado de dicho proceso biolégico que corresponderian a los resultados
experimentales esperados [56]. 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 diversas condiciones experimentales
(simuladas), son predecibles debido a que la dinamica del estado de ese sistema
modelado es calculable matematicamente [57].

Gracias a el uso de diferentes tecnologias "6micas" una gran cantidad de
informacion sobre diferentes componentes celulares estd actualmente disponible
[58]. La biologia de sistemas integra los enfoques experimentales (6micas) y
computacionales para alcanzar el objetivo global de explicar y predecir
comportamientos celulares complejos de los sistemas biolégicos [59]. Se
diferencia de los enfoques tradicionales de biologia en que tiene por objeto el
estudio de los sistemas biologicos (moléculas, células, organismos, especies,
ecosistemas, etc.) a diferentes niveles, analizando las interacciones y/o
asociaciones de los componentes totales del sistema, en lugar del estudio
particular de las propiedades de los componentes individuales en si mismos [60].
Esta ciencia facilita la representacion, descripcion y simulacion de modelos
complejos como el de las enfermedades, visualizandolas como redes moleculares
dinamicas alteradas, lo cual es importante en el campo de la medicina; ya que,
facilita la comprension y modelacion de diferentes patologias como una red
compleja, permitiendo una aproximacion a la aplicacion de la medicina

personalizada y preventiva [61].
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Los sistemas bajo la perspectiva de sistemas y redes, se pueden representar con
nodos (genes, moléculas mensajeras, metabolitos, productos funcionales como
RNA, proteinas, etc.) y aristas que es cada puente entre dos nodos la cual
representa una relacién que puede ser fisica, enzimatica o funcional [62]. ( Figura

3)

Figura 3. Representacion de asociacion entre los nodos y aristas. Los nodos son el punto de unién

de las aristas y estas establecen relaciones entre los nodos .

De esta forma, la estructura y topologia de las redes obtenidas estarian
moduladas por perturbaciones externas (P.e. ambiente) e internas (P.e.
alteraciones en la expresion de genes, mutaciones, etc.), y las propiedades
especificas de la red determinarian el fenotipo (P.e. enfermedad) Considerar las
enfermedades como redes perturbadas o alteradas permite tener un marco
conceptual que acerca el conocimiento descubierto via biologia de sistemas a la
identificacion y el desarrollo de nuevos blancos para medicamentos y estrategias

terapéuticas [55].
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2.5.1 El paradigma de la biologia de sistemas

La capacidad de generar una lista detallada de los componentes bioldgicos,
determinar sus interacciones, y generar todo el conjunto de datos del genoma ha
dado lugar al surgimiento de la biologia de sistemas, actualmente podemos
formular una descripcibn matemética de la totalidad de tales interacciones,
identificar las limitaciones de la red y aplicar los principios para evaluar posibles
funciones fisiolégicas en un entorno determinado.

Todo lo que conlleva el proceso anterior, se basa en un paradigma central de la
biologia de sistemas: componentes moleculares redes modelo computacional
estudios fisiolégicos [46] que relaciona el genotipo con el fenotipo mediante la

reconstruccién y el modelo in-silico (figura 4) y se compone de cuatro pasos [63]:

1. Generacion de “Omicas” y recogida de datos de la literatura sobre el organismo
objetivo, es decir, enumerar los componentes biolégicos y procesos de interés.

2. Reconstruccion de la red y la formulacion de una reconstruccion bioquimica,
genética y genomica del metabolismo basado en los conocimientos adquiridos
previamente.

3. Conversién de la reconstruccién en un formato matematico y la aplicacion de
herramientas de analisis in-silico.

4. 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.
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Figura 4. El paradigma de cuatro pasos principales en la aplicacion de la biologia de sistemas.

Tomado de (Palsson 2009) [46]

2.5.2 Principios basicos de la biologia de sistemas

Para especificar y determinar el éxito de las reconstrucciones, es preciso exponer

los siguientes axiomas [64]:

a) Todas las funciones celulares se basan en la quimica.

Una declaracion simple, pero importante, ya que implica los acontecimientos
fundamentales en una célula puede ser descrito por las ecuaciones quimicas.
Estas ecuaciones, a su vez, vienen con informacién quimica y principios fisico-
qguimicos.

b) Secuencias genomicas anotadas junto con datos experimentales permiten

la reconstruccion de las redes metabdlicas a escala genomica.
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El proceso de reconstruccidn es un conjunto sistemético a gran escala de la
informacion en un marco de Calidad-Controlada/Calidad-Asegurado (QC / QA, por
sus siglas en inglés) [57,63] que conduce a un conocimiento base sobre datos
establecidos bioquimicos, genéticos, y gendmico representados por una red de
reconstruccion.

C) La funcion celular depende de un contexto especifico.

Cuando una célula se coloca en un entorno particular, expresa un subconjunto de
Sus genes en respuesta a seflales ambientales. La abundancia de los
componentes celulares se puede perfilar usando las disciplinas “6micas”, es decir,
la transcriptomica, la protedmica, la metaboldémica, etc. Estos datos provenientes
de las “dmicas” se pueden mapear en una red de reconstruccion para luego ser
adaptados a la situacién particular que se desee.

d) Las células operan bajo una serie de restricciones.

Factores que limitan las funciones celulares se dividen en cuatro categorias
principales: fisicoquimicos, topologicos, ambientales y reguladores (basicamente
limitaciones o restricciones autoimpuestas). Estas limitaciones no pueden ser
violadas permitiendo la estimacién de todos los estados funcionales (fisiolégicos)
que puede lograr la reconstruccion gendmica. Matematicamente, estos estados
funcionales se traducen en sub-espacios fundamentales asociados con la matriz
estequiométrica, cuyas propiedades pueden ser caracterizadas. En la matriz
estequiométrica denominada matriz S (donde S representa estequiométrica), las
filas corresponden a los metabolitos y las columnas a las reacciones en la red. Los
coeficientes de los sustratos y productos de cada reaccion son introducidos en la

celda correspondiente de la matriz.
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e) Masa y energia se conservan.

Esta declaracion es una de las leyes basica de la fisica. Dado que todas las
ecuaciones quimicas pueden ser descritas por los coeficientes estequiométricos y
una serie de ecuaciones quimicas pueden ser descritas por una matriz
estequiométrica, esto significa que todos los estados estacionarios de una red
pueden ser descritos mediante una ecuacion lineal simple, S « v =0, donde V es
un vector de flujos a través de reacciones quimicas. Por lo tanto, el calculo de los
estados funcionales de una red esta validado por la quimica conocida.

f) Las células evolucionan bajo una presién selectiva en un ambiente
determinado.

Esta afirmacion darwinista tiene principios de optimidad implicitos en él. Por lo
tanto, si se conoce la presidon selectiva, se puede definir una funcién objetivo y
determinar estados Optimos dada una reconstruccion de la red y las restricciones
que la rigen.

Cada una de estas declaraciones por si solas son casi triviales y aceptadas en
diversas disciplinas cientificas como fundamentales. En conjunto, sin embargo, se
combinan para formar la base conceptual de la reconstruccion basada en
restricciones y permitir el desarrollo de la relacibn genotipo-fenotipo en el
metabolismo.

2.6 Modelos metabdlicos

El conocimiento bioquimico del que se dispone de las transformaciones
metabdlicas ha hecho posible la reconstruccion, a una escala genémica, de redes

metabdlicas para diferentes sistemas. Los modelos metabdlicos han demostrado
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tener una capacidad sorprendente para simular el crecimiento de las células vivas.
El metabolismo es el conjunto de reacciones bioguimicas y procesos
fisicoquimicos que ocurren en el organismo o en una célula con el fin de mantener
la vida, est& determinado por la genética, el ambiente y la nutricién del organismo.
Las anormalidades metabdlicas estan implicadas como la causa de diversas
enfermedades, por lo cual, durante los ultimos cien afios, se ha tenido gran interés
en describir la lista de reacciones que comprenden el metabolismo de un
organismo y actualmente una gran parte de estas se encuentran catalogadas. Con
el enfoque actual que ha brindado la bioinformética y la gran cantidad de datos
que existen sobre los sistemas bioldgicos se tiende a integrar la mayor cantidad de
informacion posible para ser analizada de forma global en modelos para simular,
predecir y comprender su comportamiento [65].

Para el andlisis sistematico de modelos, la biologia de sistemas emplea dos
métodos: de Top-Down (deductivo) y de Bottom-Up (inductivo), ambos apuntan a
la comprension de las interacciones que surgen en diversas condiciones
fisiologicas, pero desde perspectivas diferentes. La estrategia de “Top-Down”
(deductivo) analiza desde un punto de vista “global” y va dividiendo el sistema en
partes mas pequefias que interactian entre si, generalmente requiere medidas
estadisticas. Por otra parte, el enfoque “Bottom-Up” primero especifica los detalles
de los componentes individuales y las interacciones de un sistema, los
componentes son puestos juntos para formar un sistema mas grande,
proporcionando asi un mecanismo de base para el estudio de su biologia

subyacente basado en el conocimiento de las partes especificas [63].
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En el proceso de generar modelos metabdlicos un paso muy importante es la
reconstruccion de la red metabdlica. La reconstruccion implica varios pasos, el
proceso de realizar un modelo de reconstruccion metabdlica a escala gendmica se

ilustra en la figura 5.
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Figura 5. El proceso de realizar un modelo de reconstruccién metabdlica. El flujo de informacion es
representado como flechas discontinuas rojas y las acciones como flechas azules.

Tomado de Borodina 2005 [47].

La reconstruccion por lo general comienza con la asignacion de las reacciones a
los genes anotados en la secuenciacion del genoma. La presencia de las distintas

vias en la célula es completamente validada utilizando la literatura y publicaciones.
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El siguiente paso es identificar las brechas o vacios en la red metabdlica y tratar
de llenarlos buscando los genes que faltan. EI modelo puede ser validado frente a
datos fisiol6gicos o datos provenientes de metodologias “émicas” u otros. Los
datos obtenidos pueden ser analizados utilizando el modelo. La adicién de
restricciones regulatorias mejora el rendimiento del modelo, ya que resuelve las
incoherencias cuando la regulacion ocurre en niveles mas altos que el nivel de
flujo. Algunas partes del proceso de reconstruccion (por ejemplo, la construccién
de la plantilla modelo, la evaluacion de las vias presentes y el llenado de vacios)
se puede automatizar mediante el software disponible, sin embargo, la verificacién
cientifica es preferida para decisiones finales [63].

Varias reconstrucciones metabolicas de redes estequiométricas han aparecido, en
representacion de los tres dominios de la vida: Archaea, Bacteria y Eukarya [59].
Los tamafios de estas reconstrucciones van desde decenas hasta cientos de
reacciones y genes. Las reconstrucciones de redes a escala genémica son cada
vez mas frecuentes, promovidas por la abundancia de datos de secuenciacion.
Estas reconstrucciones de redes a escala genémica incluyen reacciones de las
vias metabdlicas centrales, tales como la glucdlisis, la via de las pentosas fosfato
y el ciclo del &cido citrico, asi como las reacciones que estan involucradas en la
biosintesis de aminoacidos y nucledtidos, la sintesis de la pared celular, la
biosintesis de cofactores, y utilizacion alterna de fuentes de nitrégeno y carbono
[59].

La reconstruccion de las redes a escala del genoma metabdlicas en
microorganismos esta bien desarrollada y se ha aplicado con éxito en el célculo de

fenotipos metabodlicos microbianos para una variedad de aplicaciones biologicas.
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Aunque la composicién guimica de las enzimas y metabolitos varia, el marco
general de metabolismo es consistente a través de todos los organismos. Gracias
a esto varios estudios metabdlicos se han realizado para una amplia gama de
especies utilizando metodologias similares. Por lo tanto, el esfuerzo actualmente
estd centrado en extender el éxito del desarrollo y analisis de redes al
metabolismo humano. Teniendo en cuenta que las transformaciones bioguimicas
del metabolismo humano estan bien estudiadas y documentadas [46].

El genoma humano secuenciado y anotado mas el estudio intensivo de numerosos
genes y enzimas metabdlicas, han dado como resultado una base de
conocimiento colectivo, o "biblioma", que incluye mecanismos de reaccion e
interacciones bien caracterizadas. Esto sumado al empleo del método Bottom-Up
en reconstrucciones de redes a escala gendmica ha facilitado la creacién de redes
metabolicas a escala gendmica en humanos (tabla 1) [49].

La implementacion exitosa de la biologia de sistemas en la reconstruccion del
metabolismo humano puede tener consecuencias beneficiosas en un amplio grupo
de enfermedades tales como la diabetes, la obesidad, las enfermedades
cardiovasculares, e incluso sobre el cancer, debido a que esta muestra fenotipos
metabdlicos muy anormales y en la quimioterapia del cancer se utilizan como
objetivo de la terapia ciertos metabolitos. Mas recientemente, crece la evidencia
de que los efectos del metabolismo sobre las funciones cerebrales fisiologicas y
fisiopatoldgicas son significativas, como en el caso de la esquizofrenia para

trastornos neurodegenerativos [66].
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Duarte et

Recon 2 2010
al.
2007
EHMN Hao et al. 12010
HepatoNetl  Gilleetal. 2010
Ac/FAO Sahoo et 2012
module. al.
Sahoo
Enterocyte_s and 2013
reconstruction X
Thiele.
Hum_an Adil Mardi 2013
metabolic atlas noglu.

Lista global de reacciones
metabdlicas humanas
relacion proteinas-genes.

7440 5063

Lista de reacciones
metabdlicas humanas
globales, no
compatimentalizadas.

8181 6007

Una reconstruccion
metabolica completa del
hepatocito humano para
el analisis de la fisiologia

del higado.

2539 777

Se realiz6é compendio de
errores innatos del
metabolismo mapeado en
la red metabdlica
humana.

352 139

Compendio de reacciones
guimicas que componen
el enterocito.

300 150

Reconstruccion
metabdlica completa de
distintitos tipos celulares y
tejidos a nivel humano

8000 4000

Tabla 1. Modelos generales de redes metabdlicas a escala genémica en humanos.

2.7 Andlisis de balance de flujo

El analisis de Balance de Flujo (FBA) es un método ampliamente utilizado para el

estudio de redes bioquimicas, en particular las reconstrucciones metabdlicas a

escala genomica que se han construido en la ultima década. El FBA calcula el flujo

de metabolitos a través de la red metabdlica, lo que hace posible predecir la tasa
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de crecimiento de un organismo o de la produccién de un metabolito importante a
nivel biotecnoldgico [67]. Esto lo convierte en una herramienta importante para
aprovechar el conocimiento codificado en los multiples modelos de reconstruccion
gue existen y los que se construyan en adelante.

El primer paso en el FBA es representar matematicamente las reacciones
metabdlicas, la caracteristica principal de esta representacion es una tabulacion,
en la forma de una matriz numérica, de los coeficientes estequiométricos de cada
reaccion [68].

Las reacciones metabdlicas se representan como una matriz estequiométrica (S),
cada fila de esta matriz representa un compuesto Unico y cada columna
representa una reaccion, las celdas son los coeficientes estequiométricos de los
metabolitos que participan en una reaccion. Se coloca un coeficiente negativo por
cada metabolito consumido, y un coeficiente positivo para cada metabolito que se
produce (Figura 6).

La estequiometria impone restricciones en el flujo de metabolitos a través de red y
estas restricciones son el corazon del FBA, ya que es lo que permite diferenciar

este analisis de otros que se basan en ecuaciones biofisicas.

36



- sz Reacclones quimicas

MI. i’zgw Internas Intercambio
M7t £ ML RI:MI-M2  TI:MI
o llis'e R4 :
T M4 RS M ||- RZ: MI-M4 T2 M5
., 2 .V. R3:M2-M3  T3: M3
F‘"\;I\L'ﬁ Rd: M2-MS
RS: Md-M5 =
Ré: M5-M4
A Flux vector
1¥]
5 HHEEEEEEEEE
“| Espacio d
srar:‘l?e MI 1 -1 -1 0o 0 © @ 0 0 1
solucion h
T | sk M 0 1 0 1 4 0 1 0 0 |
restricciones
. 0= M3 0 0O O 2 0 0O 0O 0 1 O
. M4 0 0 1 ©0O 0 -1 1 © 0 0
Flux M5 0 0 0 O 1 1 -1 1 0 ©
4,
¢
Stoichiometric
[1[-1 ]=G matrix

Figura 6. Representacién grafica de matriz estequiométrica (S).

Las restricciones se representan de dos formas, como ecuaciones de equilibrio de
las reacciones de entrada-salida y como desigualdades que imponen limites en el
sistema. La matriz estequiométrica (es decir, la masa) impone restricciones en el
balance de flujo del sistema, asegurando de esta forma que la cantidad total de
cualquier compuesto que se produce es igual a la cantidad total que se consume
en estado estacionario. A cada reaccion también se le puede imponer limites
superiores e inferiores, estos limites definen las velocidades a las que cada
metabolito sera consumido o producido por cada reaccion. Otras limitaciones que

implican la busqueda de datos experimentales también se pueden afadir.
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El siguiente paso en el FBA es definir el objetivo biolégico que es relevante para el
problema que se estudia. En el caso de la prediccion de crecimiento, el objetivo es
la produccion de biomasa, la velocidad a la que los compuestos metabdlicos se
convierten en componentes de la biomasa tales como &cidos nucleicos, proteinas,
y lipidos [69]. Matematicamente, el objetivo est4 representado por una “funcion
objetivo” que indica cuanto de cada reaccién contribuye al fenotipo. En conjunto,
las representaciones matematicas de las reacciones metabdlicas y del fenotipo
definen un sistema de ecuaciones. En el FBA, estas ecuaciones se resuelven
usando programacion lineal. Muchos algoritmos de calculo de programacion lineal
existen, y puede identificar rpidamente soluciones Optimas a los grandes
sistemas de ecuaciones [70].

2.8 Reconstrucciones metabdlicas de células cerebrales

A la fecha, se han publicado diferentes modelos metabdlicas cerebrales
construidos a partir de distintos datos experimentales encontrados en la literatura
(tabla 1). Los modelos desarrollados han utilizado diferentes aproximaciones
dindmicas y no dinamicas; asi mismo, emplean diferentes herramientas para el
analisis de la red y para la simular distintos escenarios del acople metabdlico entre
astrocitos y neuronas.

Como se puede observar en la tabla los modelos desarrollados de las células
cerebrales comprenden una limitada cantidad de reacciones y genes. Estos
modelos se han sido generados con el objetivo de estudiar procesos metabdlicos

esenciales y especificos desarrollados en las células cerebrales; por tal motivo,
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estas redes metabolicas tienen un alcance limitado. El desarrollo de un modelo

metabdlico robusto es un reto que constituye el principal objetivo de este trabajo.

Autores
Astrocito-
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glutamatergic | Metabolism St | 0
Nathan E. a o Monte Carlo 983, | 1067, 403
Lewis [71] GABAér ica. | eneraético sampling and and
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cholinergica.
: Metabolism | FBA y andlisis
VI ASIrocito- o central de metabolitos 524 630 570
Cakir [72] Neurona
de carbono reporteros
. Metabolism
Tl Astrocito- | = "o hiral FBA 216 | 217 | 60
Cakir [73] Neurona
de carbono
Astrocitos,
Neurona
Daniela .| Glutamato- | Monte Carlo
Calvetti [74] glutzmaeggrglc Glutamina sampling 2 28 A
GABAergica
Rossana Neurona Metabolism
Occhipinti | GABAergic y 0 M;’;‘rf ("3;']’“'0 34 | 17 | NA
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Astrocitos,
Neurona Metabolism
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GABAergica
Aristotle :
Chatziipann | Astrocito- | Glutamato- FBA 13 | 19 | nA
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Tabla 2. Modelos metabdlicos cerebrales desarrollados a la fecha
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3. OBJETIVOS

3.1 General

Construir, validar y analizar el modelo estequiométrico compartimentalizado del
metabolismo astrocitario; tomando como punto de partida datos experimentales
transcriptémicos.

3.2 Especificos

3.2.1 Establecer el conjunto de reacciones minimas y suficientes requeridas para
generar la base del modelo computacional del astrocito.

3.2.2 Enriquecer la base del modelo computacional metabdlico de astrocito con
datos bioquimicos obtenidos de diferentes bases de datos que contienen
informacion de sistemas humanos.

3.2.3 Generar un modelo computacional del metabolismo del astrocito.

3.2.4 Determinar los mecanismos metabolicos caracteristicos del astrocito bajo
una respuesta excitatoria y durante un insulto isquémico por medio de una revision
exhaustiva de la literatura.

3.2.5 Estipular un conjunto de pardmetros de restriccion que seran usados para
las simulaciones en el modelo computacional.

3.2.6 Establecer y validar el fenotipo metabdlico del astrocito durante una

respuesta excitatoria y un insulto isquémico.
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4. METODOLOGIA
A continuacion, se presentan las diferentes estrategias, métodos y herramientas
propuestas para construir, validar y analizar el modelo estequiométrico
compartimentalizado del metabolismo astrocitario.
Se han propuesto a la fecha diferentes protocolos para la reconstruccion y analisis
de modelos metabdlicos [78,11,79]. En este trabajo se siguid la metodologia
propuesta por Thiele y Palsson, en donde se ejecutan cuatro etapas para la

correcta reconstruccion de una la red metabdlica (figura 7).

Yalidacion.

Yisualizacion

A FBA

Revision de literatura

iR Evaluacidn de capacidades
del modelo Random
| Genes- o F \

Enzimas
= fende f ETAPA 4
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V
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reconstruccién
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gendémica de la red
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* m humano
Curacién g Simulacién de Restriccidn
M; nual Z > f
2XN Transnort Conversion de lared a un
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Intercambio
ETAPA 3

Figura 7. Diagrama de flujo de la metodologia seguida para la obtencién y andlisis de los modelos.
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4.1 Etapa 1: creacion de un borrador de la reconstruccion red metabdlica
(objetivo 1, 2y 3)
En esta primera etapa consiste en la generacion de un borrador basado en datos

“‘dmicos” del astrocito y datos obtenidos de diferentes bases de datos.

4.1.1 Revision de literaturay recoleccion de datos

Antes del inicio de la reconstruccion del modelo, se recolecto la mayor cantidad de
la informacion disponible a nivel gendmico, transcriptomico, bioquimico vy
fisiolégico como especifica Baart y Martens [80]. La exhaustiva revision de
literatura permitié establecer la evidencia biol6gica que posteriormente fue usada
como parametro de restriccion del modelo y como método para refinar, corregir y

curar las reacciones presentes en el modelo.

4.1.2 Anélisis bioinformético

Se realiz6 un andlisis bioinformatico de los datos transcriptomicos obtenidos de
astrocitos corticales fetales humanos (GSE53404) [81]. Estos datos fueron
descargados de la base de datos Gene Expression Omnibus (GEO) [82]. EI
analisis computacional permitio extrapolar y compilar los resultados del estudio
transcriptomico. De esta forma, se generd un catalogo de enzimas especificas
expresadas en el astrocito con sus correspondientes genes e identificadores de la
Enzyme Commision (EC-number). Los EC-number de las enzimas fueron filtrados
y asociados a la reconstruccién metabdlica humana (HMA). La base de datos
metabdlica humana fue obtenida de BioModels Database [83]

(MODEL1402200002) y fue usada como plantilla para la extraccién de enzimas y
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reacciones. Como resultado, se obtuvo la informacién sobre la asociaciéon de las

enzimas con las reacciones y las localizaciones sub-celulares.

4.2 Etapa 2: refinamiento manual y reconstruccion del modelo metabdlico

Con el fin de garantizar la presencia de las diferentes enzimas en el astrocito
humano y asegurar que la red global estuviera equilibrada en términos de masa y
energia, la curacion y la reconstruccion del actual modelo se logré en amplios

pasos iterativos que se relacionan a continuacion

4.2.1 Ensamblaje de lareconstruccion

El conjunto de 200 enzimas expresadas en astrocito con sus 3.864 reacciones
asociadas y 112 vias metabdlicas identificadas en los datos de expresion, fueron
ensambladas manualmente una a una, empezando por las vias que jugaban un

papel fundamental en las funciones cerebrales.

4.2.2 Curacién manual del modelo metabdlico

Se corrigieron inconsistencias de la red (estequiometria y reversibilidad de cada
reaccion) a través de una extensa busqueda en las diferentes bases de datos y
literatura [98] [99]. La base de datos Comparments [84] se utiliz6 para confirmar la
presencia de cada enzima en los diferentes compartimentos como: espacio
extracelular, citoplasma, mitocondrias, lisosomas, reticulo endopladsmico, aparato
de Golgi, peroxisomas y nucleo. De esta forma, se generd un modelo altamente

conectado y consistente.

4.2.3 Reacciones de transporte e intercambio
Cuando una red multicompartimento es construida, es necesario incluir reacciones

de trasporte que simulen el movimiento de los metabolitos a través de los distintos
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compartimentos. Las reacciones de transporte necesarias para satisfacer el
adecuado flujo del modelo en las simulaciones, se adicionaron al modelo por
medio de la construccion de un script (anexo 2) que permitid extraer las
reacciones necesarias desde el HMA (human metabolic Atlas), esto permitid la
entrada y salida de los diferentes metabolitos a través de los compartimentos del
modelo.

Los metabolitos que por literatura se conoce que ingresan al interior del astrocito
desde el ambiente extracelular se agregaron a la reconstruccion; esto con el fin,
de garantizar el intercambio de los metabolitos a el interior del modelo. Algunas de
las reacciones de intercambio se utilizaron para asegurar la disponibilidad de los
metabolitos en el sistema (35 reacciones), estas no corresponden a las reacciones

bioquimicas reales, solo se usaron para satisfacer las necesidades del modelo.

4.3 Etapa 3: conversién de la reconstruccion a un modelo matematico
(objetivos 3,4y 5)

En esta etapa la reconstruccién fue convertida a un formato matematico (matriz
estequiométrica). Las condiciones biolégicas especificas del modelo de astrocito
fueron definidas a través de las restricciones generadas por el ingreso de los
diferentes metabolitos al modelo. Las variables contempladas se explican a
continuacion.

4.3.1 Conversion de lared a un modelo predictivo basado en restricciones
Para definir el espacio de flujo en estado estacionario se impusieron restricciones
basadas en principios fisicoquimicos como: Coeficiente estequiométrico,

direccionalidad y restricciones de entrada de los diferentes metabolitos. Todas las
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reacciones de red del modelo se describieron mateméaticamente y se ensamblaron
en una matriz estequiométrica (S). Donde las restricciones al espacio de solucién
de flujos fueron dadas por los coeficientes estequiométricos de cada una de las
reacciones, un resultado positivo significo la produccion de los diferentes

metabolitos y un resultado negativo implicaba su consumo en la reaccion. [67].

Este modelo describe el comportamiento celular en condiciones de estado
estacionario y el sistema de ecuaciones de balance de masa para todos los
metabolitos, se representa como:

sxv=_0

S=m#*n
Donde S es una matriz estequiométrica de tamafio m por n, m representa el
namero de metabolitos 5.007 y n el numero de reacciones incluyendo las
reacciones de intercambio 5.659, v es el vector de flujo reaccion a ser identificado.

Las Restricciones para cada reaccion tienen la forma:

Vi (Limite inferior) < V < Va (Limite superior)

Donde Vi y Va estan representados por los limites inferior y superior, que definen
los flujos maximos y minimos admisibles para cada reaccion. Los limites
superiores en inferiores de los vectores de las reacciones reversibles fueron
delimitadas entre 1.000 y 1.000 como establece el protocolo de Palsson [11]. Las
restricciones para las reacciones de intercambio se fijaron de acuerdo con la

informacion disponible en la literatura, como se explicara mas adelante (tabla 3).
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La programacion lineal se utiliz6 para encontrar un flujo que maximizara una
funcion determinada, un enfoque a menudo referido como andlisis de balance
flujo. Analisis de balance de flujo permitié6 comprobar que el modelo era factible en
condiciones fisiologicas.

4.3.2 Simulacion de restricciones

Condiciones fisiolégicas normales: la condicion fisiolégica como se describe aqui,
representa el metabolismo de un astrocito humano en el momento de la activacion
de la neurotransmision excitatoria. Es decir, se simul6 el comportamiento del
astrocito en respuesta a los metabolitos producidos por una neurona
glutamatérgica.

Para reducir el espacio de solucion del modelo se aplicaron restricciones en base
a la revision exhaustiva de la literatura. Para este propdsito, las tasas de flujos de
entrada de los diferentes metabolitos desde el compartimiento extracelular a el
astrocito, se especificaron de acuerdo a las necesidades metabdlicas excitatoria
del mismo. Se incluye glucosa, lactato, oxigeno, diéxido de carbono, amonio,
aminoacidos, entre otros, como las sustancias a intercambiar en el modelo. El
oxigeno y la glucosa son los principales sustratos que mantienen la actividad
cerebral, normalmente entran en el espacio extracelular dependiendo del
momento metabolico en el que se encuentre este organo. Por tal motivo la
disponibilidad de estos dos metabolitos se tuvo en cuenta para definir la condicién
fisiol6gica del astrocito. La literatura informa que las tasas de consumo de glucosa
cerebral en un estado de actividad glutamatérgica son de 0,980 umol/g de

tejido/min [85]. En cuanto a las tasas de captacion de glucosa por los astrocitos,
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se ha informado que la mitad de la glucosa que entra al cerebro es fosforilada en
estas células (0,490 umol/g de tejido/min) [86].

Las tasas de absorcion de oxigeno fueron calculadas en base a los resultados
experimentales donde se informan que el 30% del oxigeno total en corteza
cerebral es consumido por los astrocitos (0,530 pmol/g de tejido/min) [92]. Todas
las restricciones efectuadas sobre las reacciones de intercambio en la red se

muestran en la tabla 3.

Condiciones isquémicas: EIl principal insulto al que estd expuesto el astrocito
durante el episodio isquémico es la pérdida de energia a causa de la disminucion
del flujo de los sustratos como la glucosa y el oxigeno. La isquemia se simul6 en el
modelo por medio de una reduccién en el flujo de oxigeno y en el suministro de
glucosa. La condicion hipoxica se simulé mediante reducciones progresivas del
20% sobre la tasa maxima de consumo de oxigeno definido en condiciones
fisiologicas (en un rango de 0-0,530 pmole/g de tejido/min). Asi mismo, la
condicion de privacion de glucosa se generé por medio de disminuciones
progresivas de 20% sobre la tasa maxima de consumo de glucosa definida en
condiciones fisiolégicas (en un rango de 0-0,490 de upmole/g de tejido/min). Los

ensayos de isquemia se realizaron utilizando un muestreo aleatorio uniforme.
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4.4 Etapa 4: evaluacion de la red (objetivos 3y 4)

Esta etapa consistio en la verificacion, evaluacion y validacion de la red metabdlica
del astrocito.

4.4.1 Anélisis de gaps

Se realizo el analisis de los gaps en toda la red metabdlica, identificando aquellos
metabolitos dead end presentes en todo el modelo por medio del desarrollo de un
segundo scrip (anexo 3). Un “dead end” es un metabolito que no puede ser
producido o consumido por cualquiera de las reacciones que hacen parte de la
red, estos generan fragmentos de la red aislados por falta de reacciones que los

conecten.

4.4.2 Reacciones candidatas para gaps filling

Cada “dead end” fue examinado manualmente para identificar la posible reaccién
que resolvia la brecha de conexion. Para determinar el contexto metabdlico en el
cual se desenvolvia el dead end se realizé una basqueda intensiva en la literatura
y en distintas bases de datos como KEGG [98] (Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes), IntEnz (Integrated relational Enzyme database) y HMA [51] (Human
metabolic atlas). Finalmente, los Gaps se resolvieron agregando reacciones que
producian o consumian el metabolito problema. La presencia en el astrocito de las
reacciones agregadas al modelo fue verificadas en HPD [99] (Human Protein
Database). Esto con el fin de obtener un modelo altamente curado donde se
asegurase que la presencia de cada reaccion en el modelo estaba correctamente

justificada.
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Metabolito Tasa metabdlica pmol/g/min  Referencias
Glucosa 0.16 [85] [86]

Linoleato 0.0011 [87]
Linolenato 0,0009 [87]
Histidina 0.0025 [88]
Isoleucina 0,0004 [89]
Leucina 0.0145 [35]
Lysina 0,011 [35]
Metionina 0.0017 [90]
Treonina 0.0008 [85]
valina 0,0018 [91]
02 0,515-0,530 [92]
Co2 0.530 [92]
Asparagina 0,0037 [93]
Tyrosina 0.0017 [93]
Arginina 0.0020 [94]
Glycina 0,0086 [95]
Prolina 0,0066 [92]
Serina 0,0016 [96]
Glutamato 0,232 [95]
Ornithina 0.0031 [96]
Acetoacetato 0,0015 [97]
Piruvato 0,007 [96]
Cistina 0.0045 [36]

Tabla 3. Tasas de flujo de los diferentes metabolitos de la red metabdlica del astrocito. Todas las
restricciones estan configuradas bajo las siguientes unidades pmole/g/min.
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A los metabolitos “dead end” no resueltos por inexistencia de informacion en la
literatura, se les asigno un flujo de cero en la matriz estequiométrica; para de esta
forma, asegurar que no interfiriera con la integridad y robustez de la red.

Reacciones artificiales fueron utilizadas con un par de metabolitos de la red, a
estos metabolitos se les permitio entrar o salir de los diferentes compartimentos en
los que estaban interactuando (nucleo, citoplasma, reticulo endoplasmaético,
aparato de Golgi, peroxisomas, lisosomas y mitocondrias al espacio extracelular).
Esto sélo se utiliz6 cuando los mecanismos transportadores no conocen, y cuando
su entrada o la eliminacion del sistema era necesario para el funcionamiento del

modelo.

4.4.3 Evaluacién de las capacidades del modelo FBA

De acuerdo con Baart y Martens (2012) [80], el modelo puede ser evaluado bajo
un estado estacionario. La evaluacién de las capacidades de la reconstruccion
permitié6 asegurar que el modelo representara con exactitud el sistema estudiado.
Se utilizé el analisis de balance de flujo para predecir las capacidades metabdlicas
de la red del astrocito y para obtener una distribucién de flujo 6ptimo. Para calcular
las capacidades metabdlicas del modelo reconstruido se utiliz6 el analisis de
balance de flujo (FBA). EI FBA es un método de optimizacion que permite
establecer el conjunto de reacciones metabdlicas mas probables, que son
utilizadas por un organismo bajo una condicién biolégica particular. Para esto, es
necesario establecer una o un conjunto de reacciones conocida(s) como funcion

objetivo (FO). El establecimiento de esta FO es fundamental para este tipo de
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analisis, pues permite darle un curso especifico al metabolismo, dentro de un
contexto celular amplio [68].

4.4.4 Funcidn objetivo

Se establecieron funciones objetivo en base a los datos obtenidos de la literatura
sobre el metabolismo esencial de los astrocitos en respuesta a un estimulo
excitatorio. Las dos funciones objetivo considerados para la red metabdlica de
astrocitos se enumeran en la tabla 4. Estas se explican debido a que segun la
literatura el metabolismo del astrocito funciona principalmente utilizando ATP
derivado de la glucdlisis completa, por esta razén, la primera funcion objetivo
describe la sintesis de ATP. La segunda funcion objetivo fue una reaccién
metabdlica que simula el intercambio de glutamato y glutamina entre astrocitos y

espacio extracelular. Estos metabolitos se incluyeron en la funcion objetivo por el

papel relevante que cumplen en el metabolismo astrocitario.

Funcién metabdlica Ecuacion

ADP [m] + 4 H+ [c] + Pi [m] => ATP [m]
Producciéon de ATP
+ 3 H+ [m] + H20 [m]
Maximizacion de glutamato- glutamate [x] + glutamine [c] =>

glutamina glutamate [c] + glutamine [x]

Tabla 4. Funciones objetivo metabdlicas usadas en el andlisis de la red de astrocito. Se indica el
compartimento donde ocurre cada reaccion. [m] mitocondria [c] citosol y [x] espacio extracelular.
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4.4.5 Muestreo del espacio de flujo en un modelo en estado estacionario
(Random Sampling)

El muestreo aleatorio del espacio de flujo es una aproximacién desarrollada
recientemente dentro del marco del modelamiento basado en restricciones. Este
método fue usado para definir y limitar el espacio de solucién del modelo, el cual
esta compuesto por un conjunto de soluciones factibles que satisfacen las
restricciones impuestas [100]. Las restricciones impuestas al espacio de solucion
fueron dadas por la estequiometria, la reversibilidad y las mediciones
experimentales de flujo nombradas anteriormente. El espacio de flujo se definié a
partir del algoritmo “Random Sampling” implementado en RAVEN (Reconstruction,
Analysis and Visualization of Metabolic Networks) [114]. Este algoritmo encierra la
region de soluciones permitidas en un paralelepipedo con las mismas dimensiones
del espacio de soluciones (espacio de la matriz estequiométrica) de esta manera
genera puntos al azar en las esquinas del paralelepipedo que se encuentran en
una zona de posible solucién. Se realizaron cinco mil (n) muestreos para cada par
de condiciones consideradas (estado fisiolégico normal, por ejemplo vs. estado
isquémico).

Los valores de las medidas de flujos fueron diferentes en las simulaciones de
estas dos condiciones, para calcular la diferencia entre los flujos y para cuantificar
la importancia del cambio de cada flujo se utilizd6 una aproximacion basada en el
puntaje Z. Para obtener el puntaje Z se obtuvieron las medias y desviaciones
estandar de cada flujo en cada una de las condiciones. El Z-score es igual a la
diferencia entre las medias de cada una de las condiciones dividido por la

desviacion estandar de esta diferencia.
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E2(Vi) — E1(Vi)
JVar2(Vi) + Var1(Vi)

ZiFlujo =

La diferencia entre el promedio en el numerador sigue una distribucion normal (de
acuerdo con el teorema del limite central) con una desviacion estandar igual a la
desviacion estandar del flujo (el denominador) dividido por la raiz cuadrada del
namero de muestras. Por lo tanto, en si Z sigue una distribucién normal con una
desviacion estandar igual a la inversa de la raiz cuadrada del numero de
muestras, para mantener el error mas bajo que 0,15 se realizaron cinco mil
simulaciones lo que redujo la probabilidad de error al 0.999%.

En la red se pueden encontar “loops” que son reacciones ciclicas que se pueden
repetir en forma infinita. Las reacciones y metabolitos, involucrados en Loops
fueron descartados del analisis ya que estas reacciones pueden generar valores
de flujo arbitrario.

4.4.6 Visualizacion de las redes metabdlicas y flujos

Para observar los resultados de FBA en las redes metabdlicas se empled la
herramienta CyFluxViz implementada en MATLAB para generar los archivos

necesarios para la visualizacién de las redes en Cytoscape v2.8.0

4.4.7 Validacién de resultados. (Objetivo 6)
Los cambios metabdlicos observados en los modelos fueron comparados contra
reportes de literatura mediante una revision bibliografica extensa en bases de

datos como OMIN, HMDB, literatura en NCBI y GoPubmed.
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5. RESULTADOS

Los resultados que a continuacion se presentan derivaron de un proceso extenso
de revision manual. Como resultado se obtuvo una lista de reacciones metabolicas
robusta y altamente enriquecida a partir de datos “Omicos” y bioquimicos
obtenidos de la literatura. De esta forma se puede asegurar que los resultados han
sido correctamente organizados y extensamente curados. EI modelo matematico
de astrocito construido asume un estado estacionario y permitira el estudio de

varias condiciones fisiologicas y patoldgicas en el astrocito; ya que posee una gran

cantidad de vias metabdlicas que mas adelante seran especificadas (figura 8).
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Figura 8. Representacion esquematica de las principales rutas metabdlicas en la reconstruccién

del astrocito humano.
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5.1 Caracteristicas de lared metabdlica de astrocito

Se encontré que la red de astrocito contiene 3.765 genes, 862 enzimas, 5.007
metabolitos y 5.659 reacciones de las cuales 237 son reacciones de intercambio y
1.948 son reacciones de transporte. La distribucion del numero de genes,
reacciones y metabolitos en los diferentes compartimentos se puede observar en
la tabla 5.

Para motivos de comprension de la estructura del modelo, este se puede
organizar en las siguientes cuatro categorias: (1) clasificacion enzimatica (EC-
number); (2) asociacion a genes; (3) localizaciones subcelulares y (4) vias
metabdlicas.

Con respecto a la organizacion de las proteinas en el modelo (EC-number), se
observd que el 35% del total de las reacciones en el modelo estaban mediadas
por enzimas clasificadas como transferasas. Este conjunto de enzimas cataliza la
transferencia de grupos funcionales especificos (transferencia de grupos amino,
carboxilo, carbonilo, metilo, glicosilo, acilo, o fosforilo) de un sustrato a otro. Estas
son fundamentales para el correcto funcionamiento metabdlico del astrocito por lo
tanto se encuentran interviniendo en una gran parte de las reacciones
contempladas en el modelo. El siguiente grupo de enzimas con una gran
intervencidon en el modelo fueron las oxidorreductasas (28%). Seguido por
proteinas de transporte de membrana clasificadas mediante enzimas asociadas a

hidrolasas (20%), ligasas (8%), liasas (6%) e isomerasas (3%); (Figura 9A).
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Composicion de la red metabdlica de astrocito por compartimentos

No. Genes No. Reacciones  No. Metabolitos

Espacio extracelular 315 1190 461
Peroxisoma 187 381 353
Mitocondria 668 923 677

Citosol 2756 1604 2251
Lysosoma 102 429 378

E. reticulo 369 591 530

A. Golgi 191 182 275
Ndcleo 104 118 67
Limites 0 0 18

Tabla 5. Sumario de la composicién de la red metabdlica de astrocito por compartimentos.

Las reacciones también se pueden clasificar sobre la base de su asociacién con
los genes. El 58% de las reacciones modelo estaban asociadas a genes. Los
genes contemplados en el modelo estan asociados a una amplia gama de
enfermedades neuroldgicas. El resto de las reacciones no estaban asociadas
ningun gen y fueron clasificados como: reacciones de intercambio no asociadas a
gen (30%), reacciones de transporte no asociadas a gen (9%) y reacciones
intracelulares no asociadas a gen (3%); (Figura 9B).

Las reacciones citosolicas y mitocondrial contribuyeron con un 59% de las

reacciones totales en el modelo. El 23% de las reacciones pertenecia al
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peroxisoma, lisosoma, reticulo endoplasmatico, aparato de Golgi y el nucleo. Las
reacciones de transporte entre los diferentes organulos y el espacio extracelular
representaron al 18% de las reacciones totales (Figura 9C).

La reconstruccion esta compuesta por varias rutas metabdlicas que han derivado
del andlisis computacional del estudio transcriptomico y de la extrapolacion de los
datos a un set de reacciones del metabolismo humano. (Figura 9D)

El 3,0% de las reacciones encontradas en el modelo hacen parte de la glucdlisis,
de la via pentosa fosfato (PPP), del ciclo del &cido tricarboxilico (TCA) y de la
fosforilaciobn oxidativa. Se incluyeron dentro de estas vias metabdlicas las
reacciones anaplerdticas mapeadas especificamente en el astrocito (obtenidas en
el estudio transcriptomico). Asi, se aseguré6 que en la reconstruccion se
encontraran reacciones que proporcionaran intermediarios del ciclo de TCA, para
sustituir aquellos disminuidos como resultado de la sintesis y consumo de
neurotrasmisores (funcién objetivo del modelo). Dentro de este grupo de vias
metabdlicas se incluyeron también las reacciones mapeadas de consumo de ATP
por parte de las ATPasas. Asi mismo considero la produccion y liberacion de
lactato a el espacio extracelular.

En cuanto a los aminoacidos, la reconstruccion contempla reacciones de entrada
de alanina y sodio conjuntamente desde el espacio extracelular al citosol. En el
modelo la alanina junto con el alfa-cetoglutarato son transformados a piruvato y

glutamato a través de la enzima alanina transaminasa (EC:2.6.1.2).
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Figura 9. Clasificacién de las propiedades de la reconstruccién del modelo metabdlico del
astrocito. La reconstruccion del modelo metabdlico ha sido clasificada en A: EC- number B.
Reacciones con asociacion o no a diferentes genes C. Compartimentos celulares D. Muestra las

principales rutas metabdlicas encontradas en el modelo.

58



El aspartato puede ser formado en una reaccion reversible via transaminacion,
para ser trasferido a el espacio extracelular o para ser tomado del mismo. La
glicina y la serina pueden entrar y salir del modelo por medio de reacciones de
trasporte especificas. La serina también puede convertirse en glicina y en piruvato
a través de dos reacciones que involucran diferentes sustratos.

El 21,8% de las reacciones del modelo pertenecia al metabolismo de los acidos
grasos, la biosintesis del colesterol y beta oxidacién. Estos ciclos son criticos
debido a que los astrocitos son casi la Unica poblacion de células en el cerebro
que podrian oxidar acidos grasos y producir colesterol. El Acetil-Coa es el
precursor de la sintesis de lipidos e interviene un gran numero de vias
metabdlicas, es un compuesto clave entre la glucdlisis, el ciclo de Krebs, y la Beta
oxidacion. El modelo contiene tres principales lipidos estos son: triacilgliceroles, el
colesterol y los fosfolipidos. En cuanto al colesterol, este es producido por sintesis
local en los astrocitos y exportado a el espacio extracelular. Los bloques de
construccion de los fosfolipidos son los acidos grasos los cuales son sintetizados a
partir del Acetil-CoA (Acetil coenzima A) en el citosol. La sintesis de los
fosfolipidos se realiza a partir del glicerol 3 fosfato y los &cidos grasos el cual es
producto de una reaccion de deshidrogenacion. La carnitina y los acidos grasos
pueden ingresar a el modelo desde el espacio extracelular. Los acidos grasos no
esenciales (palmitato, oleato, estearato) son sintetizados propiamente en el
modelo de astrocito; aunque, el palmitato también puede ser tomado del exterior.
Para la produccion de araquidonato y decosahexenoato se requiere la absorcion

de los acidos grasos esenciales linoleato y linolenato respectivamente, estos son
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proporcionados desde el exterior a la célula. El &cido araquidonico es el sustrato
para la produccion de muchos compuestos biolégicamente activos, incluyendo las
prostaglandinas, acidos hidroxieicosatetraenoico, leucotrienos, y lipoxinas todos
incluidos en el modelo.

El cerebro requiere glutation para remover las especies reactivas de oxigeno
(ROS). EI glutatién es sintetizado de la cisteina la cual es derivada de la cistina,
los astrocitos son los Unicos que pueden tomar cistina de los vasos sanguineos y
convertirlos a cisteina. El modelo posee la maquinaria para remover los peréxidos
que se pueden formar en el sistema. Estos son removidos por el glutatién el cual
se oxida y es convertido de nuevo a glutation reducido por la glutatiéon reductasa
(EC 1.8.1.7) la cual requiere NADPH para su correcto funcionamiento. Hay otro
conjunto de reacciones que no se asignaron a ninguna via en particular, se
clasificaron como “miselanea” que contribuyé al 0,2% de las reacciones. El
conjunto completo de vias de modelo de astrocitos se encuentra en los datos

suplementarios 1.

5.2 Evaluacién de capacidades del modelo: andlisis de balance de
flujos

La validacion de las capacidades de la reconstruccion metabdlica permitio
asegurar que el modelo representara correctamente el sistema estudiado. De esta
manera, para para predecir las capacidades metabdlicas de la red y para evaluar
las distribuciones de flujo 6ptimo del modelo de astrocito se utilizé el analisis de

balance de flujo. En este sentido, este algoritmo permitié evaluar los intervalos
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optimos que respondian a el estado simulado donde el modelo representd
correctamente el comportamiento metabdlico del astrocito.

Las capacidades de la red reconstruida se calcularon a través de dos funciones
objetivas que evaluaron la respuesta de la red y capturaron escenarios
metabdlicos desarrollados en los astrocitos tales como: la maximizacion de la
produccion de ATP, la absorcion de glutamato y la secrecion de glutamina. La
funcion objetivo de maximizacion del ATP en el astrocito se eligié debido a que las
células tienden a maximizar la sintesis de ATP o utilizar de manera Optima los
metabolitos del entorno para satisfacer la demanda celular. La entrada de
glutamato y salida de glutamina se escogio, teniendo en cuenta el rol principal que
cumple el astrocito en la detoxificacion del glutamato del medio extracelular para
Su posterior conversion a glutamina.

Las distintas funciones metabdlicas permitieron calcular distribuciones de flujo
Optimas que satisfacian las funciones metabdlicas a estudiar. Por lo tanto, los
resultados que a continuacién se presentan son generados a partir de las
distribuciones de flujo que se ajustaron a el comportamiento metabdlico del
astrocito humano en respuesta a maximos requerimientos de ATP, a la captacién
de glutamato y posterior de glutamina. En la figura 10 se observan las distintas

rutas metabolicas activas en las simulaciones realizadas.

5.3 Metabolismo energético

Las diferentes simulaciones permitieron distribuir el espacio de flujo en pro de
generar una maxima obtencién de ATP. En este sentido el modelo permitié

evidenciar un mayor flujo en la captacién de oxigeno y glucosa. La glucosa se
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metabolizd principalmente por via de la glucdlisis, acoplada al ciclo de los acidos
tricarboxilicos, al ciclo de las pentosas fosfato y la fosforilacion oxidativa. Los flujos
metabolicos a través de estas vias se activaron significativamente en las

simulaciones realizadas.
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Figura 10. Vista general de los flujos activados en la red metabdlica en respuesta a la simulacién
con las funciones objetivo. En el eje x se ubican las vias metabdlicas organizadas por orden

alfabético.
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La glucdlisis es la via metabdlica encargada de oxidar la glucosa para asi obtener
energia para la célula. En ese sentido la tasa de flujo a través de la reaccion
mediada por la enzima hexoquinasa principal moduladora de la reaccion de
fosforilacion de la glucosa a glucosa 6 fosfato se calcul6 en 0,49 pmol/g/min, este
valor es acorde a los valores establecidos experimentalmente [88]. La activacion
en el flujo de esta reaccion aseguro el flujo via arriba y permitié usar el producto
de la reaccion como sustrato en varios procesos.

Se observd la activacion de las reacciones encargadas de la produccion de
piruvato mediada por piruvato quinasa (EC:2.7.1.40). En consecuencia, se activd
la produccién de ATP y de nicotinamida adenina dinucleotido (NAD+), este ultimo
esencial para mantener un continuo flujo glucolitico. El flujo a través de lactato
deshidrogenasa, enzima que cataliza la reduccion de piruvato y NADH a lactato y
NAD+ se estimé en 0,99 umole/g/min [88]. Asi mismo, el valor del flujo en la
reaccion de salida de lacto a el espacio extracelular fue de 0,98 pmole/g/min
aproximadamente [92].

La comparacion de las proporciones de flujo de entrada de glucosa y produccion
final de pirutavo en el modelo, corresponde a lo reportado experimentalmente por
metodologias de espectroscopia de resonancia magnética nuclear de C13. Donde,
una molécula de glucosa produce dos de piruvato.

Bajo condiciones aerobicas, el piruvato producido también puede ser metabolizado
via ciclo de los acidos tricarboxilicos. Asi, esta via realiza la oxidacion de glucidos,
acidos grasos, aminoacidos y produce COq2. El resultado de este ciclo es la
liberacion de energia en forma utilizable (poder reductor y GTP). En las

simulaciones realizadas el ciclo de los acidos tricarboxilicos presentdé mas

63



actividad de flujo en las diferentes reacciones con respecto a la glucdlisis.
Analizando detalladamente el TCA, se observo una primera activacion a nivel de la
enzima citrato sintasa (EC:2.3.3.1). Esta enzima, cataliza la primera la reaccion de
condensacion del acetato, proveniente del acteil-CoA y del oxalacetato. Como
consecuencia de la unién entre las dos moléculas, el grupo tioéster (CoA) se
hidroliza, formando asi la molécula de citrato. Posteriormente se activo el flujo a
través los intermediarios metabdlicos y diferentes enzimas del ciclo tricarboxilico.
El flujo a través de la reaccion de oxidacion de succinato a fumarato mediada por
la enzima succinato deshidrogenasa (EC:1.3.5.1) se calcul6é en 0,06 pmol/g/min lo
cual es consistente con los estudios realizados por Amaral et. al [88].

La activacion de flujos a través de las reacciones implicadas en el desarrollo de la
via de la fosforilacion oxidativa, permiti6 oxidar el NADH resultante del ciclo
tricarboxilicos para generar ATP. La fosforilaciébn oxidativa produce una pequefa
proporcién de especies reactivas del oxigeno, tales como superéxido y peréxido
de hidrégeno por tal motivo se observa activacion en el flujo de las reacciones
detoxificadoras de ROS [101].

La via pentosa fosfato convierte nicotinamida dinucledtido fosfato de adenina
oxidada (NADP +) a nicotinamida dinucledtido fosfato de adenina en su forma
reducida (NADPH) [102]. Este ultimo es un agente reductor que participa en
reacciones biosintéticas reductoras, tales como los lipidos y la sintesis de
esteroides, y en la produccion de la forma reducida de glutation y tiorredoxina. El
glutation y la tiorredoxina son cofactores para las enzimas glutation peroxidasa y
peroxirredoxinas respectivamente, ambos de los cuales limpian hidroperéxidos,

combatiendo de este modo el estrés oxidativo [103].
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Los presentes resultados del modelo, sugieren una activacién en el flujo de
alrededor de la via de las pentosas fosfato con una posterior produccién de
NADPH, el cual podria sirve como dador de electrones en las reacciones
reductoras de biosintesis de componentes o usado en la detoxificacion de

peroxidos de hidrogeno y el mantenimiento del glutatién en su forma reducida.

5.4 Ciclo de glutamato y glutamina

Una de las funciones mejor caracterizadas de los astrocitos es la rapida
eliminacién de los neurotransmisores liberados en la hendidura sinaptica, un
proceso esencial para la terminacion de la transmision y el mantenimiento de la
excitabilidad neuronal sinaptica [104]. El glutamato es el principal neurotransmisor
excitatorio en el cerebro y es especialmente critico por sus propiedades
neurotéxicas. En condiciones fisioldgicas, el glutamato captado por las células se
puede utilizar para los propdsitos metabdlicos (sintesis de proteinas, el
metabolismo energético, la fijacion amoniaco) o reutilizarse como transmisor. El
efecto del glutamato como neurotransmisor en la sinapsis depende en su mayoria
del astrocito [21].

Se evaluaron las capacidades del modelo, a través del ciclo de glutamato-
glutamina, mediante el uso de la funcién objetivo y la fijacion de tasas netas de
entrada de glutamato al sistema desde el espacio extracelular (variando la
captaciéon de glutamato de 0,0003 a 0,335 umol/g/min). Como resultado de la
simulacién, el flujo en la glutamina sintetasa aument6 (EC:6.3.1.2) catalizando la
condensacion del glutamato y el amoniaco para formar glutamina. Se evaluaron

los flujos de la reaccion de conversion de alfa-cetoglutatato a glutamato donde
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interviene la enzima glutamato deshidrogenasa (EC:1.4.1.3). Se observd que el
aumento en la entrada del glutamato desde el espacio extracelular activo los flujos
a través del ciclo de los acidos tricarboxilicos. El exceso de glutamato en el
sistema puede provocar que este se degrade oxidativamente. Después de la
conversion a a-cetoglutarato, este puede ser metabolizado a través del ciclo del
acido tricarboxilico a succinato, fumarato y malato, sucesivamente o puede ser
descarboxila a piruvato para luego ser reducida a lactato (Figura 11).

En respuesta a la captacion de glutamato, se aumento el flujo en las reacciones de
intercambio de glucosa. Los flujos en la glicdlisis, la produccion y liberacion de

lactato se aumentaron a medida que aumentaban los niveles de glutamato.
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Figura 11. Comportamiento de los flujos metabdlicos de los metabolitos (glutamina, AKG, glucosa,

lactato y ATP) en respuesta a la captacion de glutamato a diferentes niveles de flujo.
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De esta manera, la mayor captacion de glucosa con la consiguiente activacion de
flujos a nivel de la via metabdlica de la glucélisis compensarian los requerimientos
energeéticos que involucra la captacién de glutamato y la produccion de lactato.
Esto explica porque durante simulacion se observo un aumento en la captacion de
glucosa, lactato, glutamina y la produccion de AKG proporcional con el incremento
de glutamato (variando la captacion de glutamato de 0,0003 a 0,335 pumol/g/min).
También el aument6 en la captacion de glutamato gener6 un moderado
incremento en el flujo de la sintesis de ATP. La disminucién en la captacion de
glutamato no afectd notablemente la sintesis a la ATP. La razon probable de esto
puede ser el reciclaje de piruvato a partir de los intermediarios del ciclo TCA. Asi
mismo, la reduccion de la captacién de glutamato se correlacion6 con una
disminucién en el flujo metabdlico de la glutamina sintetasa, glutamato
deshidrogenasa y lactato deshidrogenasa. La simulacién sugirié que el glutamato
también puede ser metabolizado a partir de diferentes vias. Las distribuciones de

flujo del modelo estan de acuerdo con la literatura.

5.5 Metabolismo lipidico

Se estimo recientemente que alrededor del 20% de los gastos totales de energia
del cerebro adulto se satisface mediante la oxidacion de acidos grasos. Se cree
gue la oxidacion de acidos grasos se produce casi exclusivamente en los
astrocitos. Simulaciones con las distintas funciones objetivo demostraron un
pequefio aumento en el flujo a través de la beta oxidacién y la oxidacién de acidos

grasos, lo que indica que la sintesis de lipidos en condiciones de estado
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estacionario es posible en astrocitos. La figura 12 muestra de las vias activas

durante la simulacién.
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Figura 12. Interacciones metabdlicas en el astrocito. Se muestran las rutas activas del modelo en
la simulacién. Las lineas punteadas muestran los metabolitos que se intercambian en el modelo.

Las lineas naranjas indican las vias que presentaron mas flujo durante la simulacion.

5.6 Potencial del modelo reconstruido en el analisis de estados

patoldgicos.

La aproximacion del modelamiento matematico bajo restricciones puede ayudar a
comprender los cambios metabdlicos que se presentan en diferentes patologias.
La isquemia es un problema de salud publica y de acuerdo con la organizacién

mundial de la salud se ha constituido como una de las primeras causas globales
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de muerte [105]. Dada la importancia de esta patologia se escogié simular los
efectos de la isquemia en el sistema metabdlico del astrocito humano.
Adicionalmente, el modelo contaba con los metabolitos necesarios para simular
una influencia isquémica en el sistema metabdlico de astrocito.

De esta manera, para simular en la red metabodlica una condicion isquémica, el
flujo de oxigeno y la glucosa se redujo gradualmente en pequefios intervalos del
20% sobre el valor normal encontrado en la literatura. Las distribuciones de flujo a
través de la red se calcularon utilizando muestreo de Monte Carlo (Random
Sampling). Se tomaron datos experimentales del flujo por las diversas vias
metabdlicas en cultivos de astrocitos expuestos a privacion de oxigeno y glucosa.
Esto permitié limitar el espacio de flujo de la simulacion, de esta manera los
valores de flujo que se generaron fueron méas exactos y que permitieron
caracterizar una distribucion de flujo factible para el estado metabdlico de

isquémica en los astrocitos.

5.6.1 Condiciones isquémicas

La isquemia cerebral se produce a raiz de un paro cardiaco, accidente
cerebrovascular o traumatismo craneal. Esta condicion puede causar dafio
cerebral severo y es la principal causa de muerte y discapacidad a largo plazo. El
insulto primario al cual estan expuestas las células cerebrales, es la disminucion
en el suministro de los sustratos como la glucosa y el oxigeno. Las células del
cerebro requieren un suministro continuo de oxigeno y sustratos energéticos para
el mantenimiento de su integridad funcional y estructural [38,106].

Los astrocitos tienen diversas e importantes funciones en muchos aspectos

deldafio cerebral isquémico, ya que pueden defender a las neuronas contra varios
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insultos metabdlicos [107]. La supervivencia neuronal durante y después de la
isquemia cerebral depende en gran parte del correcto funcionamiento de los
astrocitos. De esta forma, la disfuncion astrocitica puede conducir a una alteracion
de la homeostasis normal entre neurona-astrocito generando cambios metabdlicos
con la consecuente muerte celular. Asi, la isquemia es un ejemplo, en el cual los
astrocitos parecen jugar un “papel paradgjico” en la supervivencia neuronal [44].

Las distribuciones de flujo calculadas en condiciones isquémicas se compararon
contra las distribuciones calculadas en el estado fisiolégico de neurotransmision
glutamatérgica. El resultado a nivel global, demostré un aumento significativo en la
tendencia del flujo a través de la glucélisis anaerébica y via pentosa fosfato. Asi
mismo, se presentd disminucion en el flujo de las reacciones agrupadas en las
rutas metabdlica de la oxidacién de acidos grasos, ciclo de acido tricarboxilicos,
fosforilacion oxidativa, ciclo de glutamato-glutamina y Na+/K+ATPasa. (Figura 13).
Al evaluar el comportamiento del lactato en el modelo, se observa un gran
incremento del flujo en las reacciones que involucran la produccién del mismo.
Este fendmeno bioquimico se observa debido a la activacién de la via anaerdbica
glucolitica y a la inactivacion parcial de ciclo de TCA que ocurre en la mitocondria
del modelo. La mitocondria es la principal fuente de generacion de ATP a nivel
celular y depende en su mayoria de la disponibilidad del oxigeno, por lo que este
metabolito es esencial e insustituible especialmente en estos organulos [108]. La
falla en la captacion de oxigeno reduce gravemente la produccion celular de ATP y
de otros metabolitos altamente energéticos [109]. Al evaluar las diferentes
reacciones llevadas a a cabo en la mitocondria se observa una disminucion

importante a nivel de los flujos de las reacciones enmarcadas en el ciclo de Krebs.
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Figura 13. Cambios en el flujo de lactato, glutamato sintesis de ATP, glutamina y acetato en

respuesta a la simulacion de isquemia en el modelo matematico de astrocito.

Con referencia a la glucolisis y su relacion con la disminucién de sustratos como el
oxigeno y glucosa, varios estudios experimentales han reportado un aumento en la
actividad de esta ruta metabdlica como respuesta de la célula a un estado
isquémico, este mecanismo es adoptado por la célula para mantener los niveles
de ATP estables y proteger el sistema biol6gico [109,94]. Se evalué el

comportamiento de las reacciones de glucolisis en la red reconstruida, las
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simulaciones muestran que a pesar del incremento del flujo en la glucdlisis la
producciéon de ATP disminuye notablemente. Esto es debido a que se ve
comprometido el balance de energia de la célula a causa de la reduccion en el
metabolismo oxidativo de la glucosa y a la disminucion de sustratos necesarios
para la produccion de ATP (oxigeno y glucosa).

Un acontecimiento fundamental en la isquemia cerebral es la disfuncion de la
bomba Na+K+ATPasa a causa de la disminucion del ATP celular. La inhibicion de
esta bomba durante la isquemia causa una pérdida de los gradientes idnicos
celulares [97]. En ese sentido, la simulacion mostr6 que el flujo de Na+/K+ATPasa
disminuyd proporcionalmente con la disminucion de ATP. Por otro lado, la
privacion de glucosa y oxigeno condujeron a la disminucion en el flujo de la
captacion de glutamato en la reconstruccién. Como era de esperar, el flujo de
captacion de glutamato cae a niveles mucho mas bajos durante una deplecién
severa de ATP. Lo que indica que la internalizacién del glutamato a la célula, esta
mediado directamente por requerimientos energéticos.

Ciertos intermediarios metabdlicos, en circunstancias isquémicas, pueden
reemplazar la glucosa y actuar como sustratos de energia alternativas [97]. Un
ejemplo de esto, es el acetato el cual es un sustrato alternativo que solamente se
transporta a las células gliales, este entra en el ciclo TCA directamente al nivel del
citrato [106]. Se evalud la captacion de acetato en el modelo El flujo de absorcion
del acetato aumento en respuesta a la disminucion en el oxigeno y la glucosa.

En general, los cambios observados en las distribuciones de flujo de la red son

similares a los cambios reportados experimentalmente en ensayos realizados en
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astrocitos sometidos a isquemia. El total de las vias activadas en condiciones

isquémica astrocitos se muestra en la figura 14.

ﬁ 58
Glucosa
Glicina
A ¢ Oxigeno

)\ Serina

\ Plruvato
Lipido
ASTROCITO - /
Ry =~ Lactato
\ = SSREIER Y AN
N Acetil-CoA [
\~Alanina GL }
X
“MAsparate }
|
Glutamato - —-~-~-~ » Glutamato Cltrato Malato }
¢ ‘
|
Glutamina <-==-=---- Glutamma\ a-cetoglutarato Succmatov |
ST TEsox |
_______ GLT
222 ~~<_ " Leucina
g A~ AKG
o4 R Valina _J
N\
Y Isoleucina
Red-Glutation Cistina
02
Glutation-OX

Figura 14. Propiedades metabdlicas cualitativas en isquemia de la literatura comparado con los

resultados del modelo. El color naranja representa las vias metabdlicas con alto flujo metabdlico, el

color azul vias metabdlicas con bajo flujo. Los resultados de flujo del modelo son representados

con las flechas y los valores de flujo obtenidos de la literatura estan representados con un

triangulo.
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6. Discusion

Este trabajo presenta la mas completa reconstruccion y caracterizacién de la red
metabdlica del astrocito, construida en base a datos transcriptbmicos vy
biblibmicos. La reconstruccion incluye las rutas centrales del metabolismo de
carbohidratos, el metabolismo energético, el metabolismo de purinas, el
metabolismo de amino&cidos, el metabolismo de cofactores y vitaminas, el bien
conocido ciclo de glutamato glutamina, el metabolismo de lipidos y finalmente el
metabolismo del glutation. Por lo tanto, esta reconstruccion simula el
comportamiento metabdlico global del astrocito; ya que comprende rutas
consideradas por primera vez.

Este enfoque in-silico fue capaz de producir resultados que corresponden a lo
reportado experimentalmente; asimismo, el modelo permiti6 comprender de una
manera global las propiedades de la red en estados fisioldégicos (activacion
glutamatérgica) y patolégicos ( privacion de glucosa y oxigeno).

Datos experimentales de resonancia magnética nuclear han sugerido que los
astrocitos presentan una alta tasa de flujo a nivel de la glucolisis por lo que son
considerados como “glucoliticos”. Los estudios indican que estas células prefieren
la produccion y liberacién de lactato al espacio extracelular sobre la entrada de
piruvato al ciclo de los &acidos tricarboxilicos; pero las contribuciones relativas de la
glucdlisis, TCA y fosforilacion oxidativa siguen siendo un tema de debate. Debido
a que el astrocito pueden presentar multiples estados metabdlicos, los cuales

pueden variar en respuesta a estimulos externos; por tal motivo a nivel
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experimental se pueden encontrar resultados contradictorios en la medicion de
flujos de las distintas vias metabdlicas activas en el astrocito.

Nuestros hallazgos apoyan la activacion de flujos glucoliticos en respuesta a una
demanda de energia abrupta (respuesta condicion de excitacidbn neuronal
glutamatérgica); pero también confirman que ante una condicion excitatoria
glutamatérgica se presenta un aumento significativo en la activacion de las
reacciones pertenecientes a las vias metabdlicas de la glucdlisis, el ciclo de los
acidos tricarboxilicos, la via de las pentosas fosfato y la fosforilacion oxidativa.

A nivel de flujos, se observd una mayor actividad en la via de los &cidos
tricarboxilicos seguido por glucdlisis, via pentosas fosfato y por ultimo fosforilacion
oxidativa mostrando relaciones directas entre estos diferentes ciclos. De esta
forma, las distribuciones de los flujos en las simulaciones podrian estar
relacionadas con las tareas metabdlicas fijadas en el modelo donde se simula un
estado celular excitatorio; en ese sentido, el modelo respondié maximizando la
produccion de energia en respuesta a los requerimientos generados por la entrada
de glutamato.

Al fijar la funcién objetivo se exigié a el modelo trabajar para generar la maxima
produccién energética en el sistema; de esta manera, se activaron aquellas vias
que generan un aumento en la produccion de energia . Por lo tanto, se observan
flujos en las vias productoras de sustratos energéticos como por ejemplo el ciclo
de los acidos tricarboxilicos y la glucolisis. En ese sentido, se confirmé que el
modelo podia responder con la maquinaria metabdlica que posee para producir
ATP, mostrando gran actividad oxidativa y aumentando el consumo de los

sustratos energeéticos. Se han realizado varios estudios que validan nuestros
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resultados. Por ejemplo, Wong-Riley [110] estim6 que los astrocitos contienen
aproximadamente el cinco porciento de las mitocondrias cerebrales totales. Lovatt
et al. [111] usando el andlisis de microarrays mostraron que los astrocitos
expresan transcriptos que predicen autosuficiencia tanto en la glicélisis como en el
metabolismo oxidativo. Es importante destacar que la mayoria de las enzimas
participantes en el ciclo de los acidos tricarboxilicos (TCA) se expresan en altos
niveles en astrocitos y que el analisis de espectrometria de masas de los
intermediarios del ciclo TCA confirmaron que los astrocitos adultos recién aislados
mantienen un ciclo TCA activo [112]. Estos estudios experimentales junto con
nuestros observaciones indican que los astrocitos presentan metabolismo
oxidativo y no dependen solo de la glucdlisis como su mayor fuente de ATP como
se ha sugerido [108,113].

Con respecto a la activacion de los flujos a través del ciclo pentosas fosfato, esta
podria estar dada por la necesidad de detoxificar el sistema de los ROS
generados por los procesos mitocondriales. Asi mismo, el modelo muestra un
flujo alto en la Glutamina Sintetasa con respeto a otras enzimas que metabolizan
el glutamato, lo que sugiere que el glutamato es predominantemente convertido a
glutamina por medio de una reaccién dependiente de ATP y se observa que para
solventar estos requerimientos energéticos generados en las simulaciones, se
aumento el flujo en la captacion de glucosa. De esta manera se estimula la
glicolisis aerdbica en el modelo con una consecuente produccion de energia por
interelacion con otros ciclos. Estas observaciones son confirmado por Pellerin and
Magistretti que descubrieron que el glutamato estimula la glucdlisis en astrocitos

[31].
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La simulacion de una condicion patolégica en los astrocitos se correlacion6
positivamente con lo informado en la literatura [114,115]. Esto demuestra que el
modelo in silico de astrocitos que aqui se presenta, es un buen predictor del
comportamiento metabdlico y simula los cambios en los flujos metabdlicos en
respuesta a la isquemia, por lo tanto, este modelo puede ser empleado para la
evaluacion de los posibles tratamientos, la determinacion biomarcadores y la
identificacion de blancos terapéuticos activos en isquemia.

Se simulé el comportamiento del astrocito en un estado de activacion
glutamatérgica mediante el empleo de restricciones y la aplicaciébn de tareas
metabdlicas acordes al sistema estudiado (la maximizacion simultanea del ciclo de
glutamato/glutamina y produccion de ATP), en ese sentido, se han obtenido
valores de flujo que concuerdan con valores de flujo encontrados en la literatura.
El poder predictivo de la reconstruccion, especialmente a nivel de los flujos
obtenidos a través del metabolismo central del carbono y glutamato-glutamina son
promisorios; debido a que estas rutas metabdlica estan alteradas en la mayoria de
enfermedades neurodegenerativas. Por lo tanto, este modelo se puede utilizar en
el andlisis de diversas enfermedades neurolégicas como Alzheimer, Parkinson,
Huntington, esclerosis lateral amiotrofia, esclerosis multiple, esquizofrenia, entre
otros.

De la misma manera, la generacion del modelo metabdlico computacional de
astrocito permitira a la comunidad cientifica dinamizar la evaluacion de la pérdida
de funcion de una o varias proteinas sobre una o varias rutas metabdlicas
presentes en el metabolismo de las células astrociticas, permitiendo la

identificacion de rutas metabdlicas asociadas a diferentes fenotipos
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(enfermedades, lesiones, etc.), blancos terapéuticos, dilucidacion del rol de

proteinas claves en la respuesta a un insulto (metabdlico, deprivacion, etc.).
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7. CONCLUSIONES

Comparado con los modelos estequiométricos cerebrales previos el modelo
metabdlico generado en este trabajo es la mas grande reconstruccion que hasta la
fecha ha sido reportada. De esta forma, se presenta la metodologia para la
construccion del modelo metabdlico muticompartimento especifico de astrocito,
generado a partir de la integracion datos transcriptobmicos con la posterior curacion
manual.

El modelo presenta flujos en concordancia con lo reportado a nivel experimental lo
qgue lo hace apto para dinamizar las diversas investigaciones referentes a los
cambios metabdlicos que ocurren en los astrocitos en respuesta a diversos
insultos metabdlicos.[114]

Las técnicas de andlisis de flujos en modelos estequiométricos han sido aplicadas
exitosamente para el analisis metabolico de diferentes sistemas humanos [116,78,
58]; en el caso del modelo metabdlico del astrocito estas técnicas también fueron
llevadas a cabo con éxito. Asi mismo, el Random sampling del espacio de flujo
puede servir para entender los cambios y las propiedades de la red en estados

basales y patoldgicos de diversas células.
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8. PERSPECTIVAS Y APLICACIONES

El uso de la modelizacion estequiométrica para el analisis de diversas
enfermedades metabdlicas ya ha sido utilizado con éxito a nivel computacional y
experimental [117,14]; por lo tanto, el modelo presentado en este trabajo se puede
utilizar en el analisis de diversas enfermedades neurolégicas metabdlicas. De esta
forma se espera que este enfoque computacional permita generar hipotesis de
investigacion que permitan la dinamizacion de los estudios experimentales en el
campo de las neurociencias, permitiendo comprender el rol central y la
participacion del astrocito en los estados fisiol6gicos y patolégicos del sistema
nervioso central. Asi mismo se espera que este modelo contribuya al
descubrimiento de nuevos blancos terapéuticos, a la identificaciéon de
biomarcadores y evaluacion de posibles tratamientos en diversas patologias
neurodegenerativas. Para este fin el modelo quedara abierto a la comunidad y
sera publicado en Biomodels [118], una base de datos especializada en la

publicacion de modelos mateméticos de interés biologico.
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10.

ANEXO 1

Sumario de la composicién de la red metabdlica del astrocito: las abreviaturas usadas

corresponden a: C, citosol; G, Aparato del golgi; L, lisosoma; M, mitocondria; N, Nucleo;

P, peroxisoma; R Reticulo Endoplasmico; S, extracelular.

Ruta metabdlica

Acyl-CoA hydrolysis
Acylglycerides
Alanine, aspartate and
glutamate
Amino sugar and nucleotide
sugar
Aminoacyl-tRNA
Arachidonic acid
Arginine and proline
Artificial reactions
Ascorbate and aldarate
Beta oxidation
beta-Alanine
Bile acid biosynthesis
Butanoate
Carnitine shuttle
Cholesterol
Chondroitin / heparan
Cysteine and methionine
Eicosanoid
Estrogen
Ether lipid
Fatty acid
Folate
Fructose and mannose
Galactose
Glutathione

Glycerolipid

13

24

21
48
24
31
11

44

65
52

34
10
143
13
15
11

123

N2 reaccion -Compartimento

g I m n
1 5

1

16

22

191

35

110

60 2
41 74

91

r

10

122
118

18

55

25

X

N2
reacciones

77
18

29

28

21
70
52
40
13

326

103

305
234
116
31
12
66
13
200
30
15
13
11
160



27

28

29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40

41

42
43
44
45

46

47

48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61

Glycine, serine and
threonine

Glycolysis /
Gluconeogenesis
Glycosphingolipid

Histidine
Inositol phosphate
Isolated
Keratan sulfate biosynthesis
Leukotriene
Linoleate
Lipoic acid
Lysine
xenobioticsP450
Miscellaneous
N-O glycan

Nicotinate and
nicotinamide

Nucleotide
Omega-3,6
Other amino acid

Oxidative phosphorylation

Pentose phosphate
pathway

Phenylalanine, tyrosine and
tryptophan

Porphyrin
Propanoate
prostaglandin
Protein
Purine
Pyrimidine
Pyruvate
Retinol
Riboflavin
ROS detoxification
Serotonin
Sphingolipid
Starch and sucrose

Steroid

17

28

42

40
18

29

11
82

16

18

44
11
13

25

77

13

24

72
39
15
17

20
19

16

14

22 74
22

41 11

15

13

25 4

92

50

13

18

11

12

34

35

57

55
18
96
116
16

27
82

86

25

107
63
15

31

78

17
10
29
18
83
56
22
28

55
21
14



62
63
64
65
66

67

68

Sulfur
Terpenoid
Tricarboxylic acid cycle
Tryptophan
Tyrosine

Valine, leucine, and
isoleucine

Vitamin D-E

o A~ b

13

93

29

21

31

16

33

40



ANEXO 2

Script desarrollado para determinar metabolitos “dead end”

#!/bin/bash

output="Resultados.data"
rm $output
###Las siguientes lineas generan, a partir de un archivo con reacciones,
###dos archivos (reactivos y productos) por Field Separator "="
awk -F="{ if (/<=>/) {print $1, $2} else {print $2}}' $1 > productos.data
awk -F="{if (/<=>/) {print $1, $2} else {print $1}}' $1 > reactivos.data

###De la lista de cada archivo se eliminan '<,>,+,coeficientes estequiometricos y espacios
en blanco al final de la linea###
###Se genera un archivo con el numero de repeticiones de cada metabolito (conteo_.txt)
y se listan los metabolitos sin repeticiones en un archivo (.data)###
cat productos.data | sed 's/> //g' | sed 's/ <\n/g' | sed 's/ + \n/g' | sed 's/NO -9 ]* /g’ >
productosl.data
HHHHH
echo -e "Resultados de analisis de reacciones de archivo $1 \n
********Productos ﬁnal********
**Conteo Productos" >> $output
HHHHH

sort productosl.data | unig -c >> $output
sort productosl.data | uniq > productosfinal.data

cat reactivos.data | sed 's/ <//g' | sed 's/> \n/g' | sed 's/ + A\n/g" | sed 's/"[O -9 ]* //g' | sed 's/
*$//g' > reactivosl.data

i
echo -e "\n********Reqctivos final*******x
**Conteo Reactivos" >> $output
HHHHHH

sort reactivosl.data | uniq -c >> $output
sort reactivosl.data | uniq > reactivosfinal.data

###Con cat se unen los dos archivos de productos y reactivos y se genera una lista de
metabolitos sin ninguna conexion###
echo -e "\n*******x\Meatabolitos Desconectados********" >> $output
cat productosfinal.data reactivosfinal.data > msc.txt
cat msc.txt | sort | uniq -u >> $output
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Anexo 3

Script desarrollado para traer reacciones de transporte

#!/bin/bash

cat $1 | sed 's/;\n/g' | sort | unig > outl
rm out

while read line
do
grep -w "\s$line" genes_HMA.data
done < outl >> genes.txt
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ANEXO 4

Fragmento de la red metabdlica de astrocito

GENE ASSOCIATION

LOWER
BOUND

ENSG00000147576;ENS
G00000172955;ENSG000

Glycolysis /

R 00180011;ENSG0000018
216 NAD+[c] + ethanol[c] => H+[c] + EC:1.1.1.1,EC:1.1.1.7 | 7758;ENSG00000196344;
5 NADHI[c] + acetaldehyde(c] 1 ENSG00000196616;ENS
G00000197894;ENSG000
00198099;ENSG0000024
8144
R
= NADP+[c] + ethanol[c] => H+[c] + .
2%0 NADPHIc] + acetaldehyde[c] EC:1.1.1.2 ENSG00000117448
R
A ATP[c] + CoA[c] + acetate[c] => .
2%0 AMPIc] + PPi[c] + acetyl-CoAlc] EC:6.2.1.1 ENSG00000131069
;2?) ATP[m] + CoA[m] + acetate[m] => EC6.2.1.1 ENSGO00000111058;ENS
" AMP[m] + PPi[m] + acetyl-CoA[m] -0-4.4 G00000154930
R
57 | CoA[c] + acetyl adenylate[c] => AMP[c] .
250 + acetyl-CoA[c] EC:6.2.1.1 ENSG00000131069
R "
5 ATPI[c] + acetate[c] => PPi[c] + acetyl .
232 adenylate[c] EC:6.2.1.1 ENSG00000131069
ENSGO00000091140;ENS
R_ CoA[m] + NAD+[m] + pyruvate[m] => EC:1.2.4.1,EC:2.3.1.1 | G00000110435;ENSG000
222 | CO2[m] + H+[m] + NADH[m] + acetyl- 00131828;ENSG0000015
9 CoA[m] 0768;ENSG00000163114;
ENSG00000168291
R ENSG00000111716;ENS
259 | H¥P] + NADHIp] + pyruvatefp] <=> L- EC111.27 G00000151116;ENSG000
5 lactate[p] + NAD+[p] b 00166796;ENSG0000016
6800;ENSG00000171989
R ENSGO00000006534;ENS
229 H20[c] + NADP+[c] + acetaldehyde[c] EC1215 G00000108602;ENSG000
A => H+[c] + NADPHc] + acetatelc] S 00132746;ENSG0000018
4254
R ENSGO00000067057;ENS
230 UTP[c] + fructose-6-phosphate[c] => EC:2.7.1.11 G00000141959;ENSG000
8 UDP[c] + fructose-1,6-bisphosphate[c] e 00152556;ENSG0000016
0226
R ENSG00000109107;ENS
= DHAPIc] + erythrose-4-phosphate[c] y ) y
233 | _ . EC:4.1.2.13 G00000136872;ENSG000
9 => sedoheptulose-1,7-bisphosphate[c] 00149925
R ENSGO00000067225;ENS
254 ADP[c] + PEP[c] => ATP[c] + £C27.1.40 G00000121900;ENSG000
e pyruvate[c] ol 00143627;ENSG0000014

3630

Gluconeogenesis SB0:0000176 10187 R00754 | R00754C ALCD2if
Glycolysis / :

Gluconeogenesis | SB0:0000176 R00746 ALCD2yf
Glycolysis / :

Gluconeogenesis SB0:0000176 r0066 R00235 | R00235C ACS
Glycolysis / :

Gluconeogenesis SB0:0000176 0067 R00235 | R00235C ACSm
Glycolysis / :

Gluconeogenesis SB0:0000176 r0068 R00236 | R00236C
Glycolysis / :

Gluconeogenesis SB0:0000176 r0097 R00316 | R00316C
Glycolysis / y

Gluconeogenesis SB0:0000176 r0056 R00209 | R00209C PDHmM
Glycolysis / ’

Gluconeogenesis SBO0:0000176 r0173 R00703 R00703C

Glycolysis / ’

Gluconeogenesis SBO0:0000176 r0177 R0O0711 R0O0711C
Clycolysis / SBO:0000176 | 0191 R00769

Gluconeogenesis .

Glycolysis / ’

Gluconeogenesis SBO0:0000176 r0407 R01829 R01829C
Glycolysis/ | 500000176 | 10054 RO0200 | RO0200C |  PYK

Gluconeogenesis







