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Resumen

La enfermedad de Parkinson es la segunda enfermedad neurodegenerativa de mayor
importancia en el mundo después de la enfermedad de Alzheimer, afectando entre el 1%
de los adultos mayores de 65 afios y el 2% de los adultos mayores de 85 afos.
Numerosos estudios han encontrado una relacion inversa entre el consumo de cafeina y
el riesgo de desarrollar la enfermedad de Parkinson, adicionalmente, se ha comprobado
que la cafeina tiene la capacidad de proteger a las neuronas dopaminérgicas de la
degeneracion inducida por distintas neurotoxinas, mejorando su viabilidad. Con el fin de
dilucidar los posibles mecanismos de neuroproteccion mediados por la cafeina, se
desarroll6 un modelo computacional tejido especifico, del conjunto de reacciones
bioquimicas propias de la neurona dopaminérgica tomando como base el conjunto de
reacciones de neurona que dan flujo a la funcion objetivo de mantenimiento celular, se
afiadieron los componentes de sintesis y transporte de dopamina, para la simulacion de
neurona saludable y neurona con Parkinson, utilizando como evidencia datos de
expresion de genes, a partir de muestras postmortem de sustancia nigra en pacientes con
Parkinson y controles. Se simularon 4 escenarios diferentes: neurona saludable, neurona
saludable + cafeina, neurona Parkinson y neurona Parkinson + cafeina. Como resultado a
estos cuatro escenarios se encontr6 que para el fenotipo metabélico de neurona
saludable + cafeina hubo un aumento en el transporte de dopamina via sodio (9,3 uM-h-1
a 37,6 uM-h-1), a comparacion con el fenotipo encontrado en el modelo de neurona
Parkinson + cafeina, donde los niveles de trasporte de dopamina via sodio fueron
constantes, pero mucho menores (-7,43 pM-h™* a -7,43 puM-h™). Con respecto a los
escenarios con cafeina negativa, utilizados como control en ambos escenarios, se
hallaron valores de flujo de (10 pM-h™) para el modelo saludable y de (-8 uM-h™) para el
modelo Parkinson. Por lo tanto, teniendo en cuenta estos resultados, se puede inferir
principalmente que, la cafeina no muestra efectos negativos en el mantenimiento celular
de la neurona, y por ende no hay ni muerte celular, ni deficiencia en su metabolismo, por
lo que la neurona no se ve afectada de manera negativa con la presencia de esta

sustancia.
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Abstract

Parkinson's disease is the second most important neurodegenerative disease in the world
after Alzheimer's disease, affecting between 1% of adults over 65 years and 2% of adults
over 85 years. Numerous studies have found an inverse relationship between caffeine
intake and the risk of developing Parkinson's disease; in addition, caffeine has been
shown to have the ability to protect dopaminergic neurons from neurotoxin-induced
degeneration, improving their viability. In order to elucidate the possible mechanisms of
neuroprotection mediated by caffeine, a tissue-specific computational model was
developed from the set of biochemical reactions typical of the dopaminergic neuron based
on the set of neuronal reactions that give flux to the objective function of cellular
maintenance, also, dopamine synthesis and transport reactions were added. For healthy
neuron and Parkinson neuron simulation were used evidence of gene expression from
postmortem substantia nigra samples in Parkinson patients and controls. Four different
scenarios were simulated: healthy neuron, healthy neuron + caffeine, Parkinson's neuron
and Parkinson's neuron + caffeine. As a result of these four scenarios it was found that for
the metabolic phenotype of healthy neuron + caffeine there was an increase in the
transport of dopamine via sodium (9.3 pM-h* to 37.6 pM:-h™), compared with the
phenotype found in the Parkinson + caffeine simulation, where levels of dopamine
transport via sodium were constant but much lower (-7.43 uM-h to -7.43 pM-h™). With
regard to negative caffeine scenarios, used as controls, flux values of (10 uM-h™) were
found for the healthy model and (-8 pM-h™) for the Parkinson model. Therefore, taking into
account these results, it can be inferred mainly that, caffeine does not show negative
effects on the cellular maintenance of the neuron, and therefore there is neither cell death
nor deficiency in its metabolism, so the neuron Is not negatively affected by the presence

of this substance.
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Introduccidén

En el afio de 1958 se dio a conocer la relacion inversa existente entre la enfermedad de
Parkinson (EP) y agentes externos (Larumbe et al., 1999), aumentando desde entonces
los estudios de esta asociacion y ampliando las investigaciones a otras sustancias de
consumo regular como el café (Ross et al., 2000), té (Ascherio et al., 2001), alcohol
(Benedetti et al., 2000), entre otras. Estas investigaciones evidenciaron la existencia de
una relacion inversa entre estos agentes y la EP; aflos después y gracias al desarrollo de
estudios retrospectivos epidemioldgicos a gran escala (Ross et al., 2000; Powers et al.,
2008) y metaanalisis (Sugita, 2001; Hernan, 2002), se establecié la existencia de una
relacion de neuroproteccion y se describieron ademas las propiedades antiinflamatorias y
neuroprotectoras del café en modelos murinos con EP (Lee et al., 2013).

Con base en estos resultados, investigaciones posteriores se han centrado en identificar
genes que aumenten o disminuyan el efecto protector de sustancias de uso comidn como
la cafeina y la nicotina (Larumbe et al., 1999; Ascherio et al., 2001; Benedetti et al., 2000;
Chen et al., 2005; Powers et al., 2008) asi como esclarecer cuales son los verdaderos
mecanismos moleculares que estan asociados con la enfermedad, con el objetivo de que
esta informacién pueda ser usada no solo como método de prevenciéon sino como fuente

para posibles tratamientos.

Por otra parte, dado que la cafeina es la sustancia psicoestimulante mas consumida en el
mundo (Ferré, 2008%; Mitchell et al., 2014), aunque es un psicoestimulante, generalmente
no se considera una droga tipica de dependencia (Daly & Fredholm, 1998). Cerca del
90% de la poblacion mundial consume con regularidad bebidas o alimentos que contienen
cafeina. El consumo interno en paises productores es uno de los motores del crecimiento
de la demanda mundial, y en Colombia en particular este crecimiento ha sido muy
dinamico, ya que se ha reportado que en los ultimos cinco afios el consumo interno de

café ha incrementado un 33% (Federacion de Cafeteros, 2016).

Con el fin de avanzar en el conocimiento de los posibles mecanismos heuroprotectores de
la cafeina, que lleven a la identificacion de posibles blancos terapéuticos y/o estrategias
para el control de la enfermedad, este proyecto se ha desarrollado con el objetivo de
generar un modelo computacional de tipo celular mayormente implicado con la EP, la
neurona dopaminérgica, asi como en simular los procesos fisiologicos asociados a ésta

durante la EP y en generar y describir predicciones computacionales acerca de los
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posibles mecanismos de neuroproteccién frente a la enfermedad, mediados por el
consumo de cafeina. El modelo de neurona dopaminérgica aca desarrollado, asi como las
simulaciones de enfermedad y neuroproteccion aca descritos, se han cefiido de manera
estricta a la informacion biolégica mas reciente y representa la simulacién computacional
méas completa y cercana a la realidad biol6gica de una célula dopaminérgica en el
contexto de la EP.
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1. Marco Teodrico

1.1 Reconstrucciones Metabdélicas a Escala Gendmica
(GSMN’s)

La reconstruccién de redes metabdlicas a escala genémica (GSMNs) puede definirse
como el proceso de recopilacién y formalizacion matematica del conjunto de reacciones
bioguimicas presentes en un organismo o tejido dado, y el cual es recuperado a partir de
las enzimas codificadas en el genoma de un organismo. Un proceso de reconstruccion
metabdlica implica saber, para cada reaccion presente en el organismo, cuales son los
sustratos y productos, su estequiometria, la reversibilidad de la reaccion y su localizaciéon
(Feist et al., 2009). En la actualidad, es una herramienta indispensable para el estudio del
metabolismo desde un enfoque de biologia de sistemas, que permite integrar diversos
datos dmicos (gendmica, transcriptémica, protedmica y metabolémica), en busqueda de
un entendimiento holistico del sistema biolégico bajo estudio. Esta metodologia ha sido
ampliamente utilizada en el andlisis de, por ejemplo, las propiedades generales de las
redes de metabolismo, demostrando que la magnitud de la variabilidad del flujo en las
reacciones bioquimicas depende en gran medida de las condiciones ambientales y de la
composicion de la red (Mahadevan & Schilling, 2003). También ha permitido, la prediccion
y el andlisis de fenotipos de crecimiento de distintos organismos, logrando importantes
coincidencias con los datos experimentales, tales como la tasa maxima de utilizacion de
oxigeno, la maxima tasa de utilizacion de glucosa aerébica, la tasa méaxima de utilizacion
de glucosa anaerdbica, los requisitos de mantenimiento no relacionados con el
crecimiento y los requisitos de mantenimiento asociados al crecimiento (Varma & Palsson,
1994), la interpretacion de datos experimentales, utilizando modelos de reconstruccion a
escala gendmica de redes reguladoras metabdlicas y transcripcionales de organismos de
importancia (Barrett et al., 2005). Es de destacar también la utilizacion de estos modelos
en la ingenieria metabdlica, que ha permitido el desarrollo de metodologias como
OptStrain destinado a guiar modificaciones en las rutas metabolicas, a través de adiciones
y deleciones de reacciones, de redes microbianas para la optimizacion en la produccion

de compuestos de interés (Pharkya et al., 2004).
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1.1.1 Construccion de GSMN’s

El proceso de reconstruccion de metabolismo a escala gendmica es actualmente un
procedimiento generalizado, ampliamente probado por varios autores y el cual, si bien
cuenta con ciertas posibilidades de innovacion, se encuentra en términos generales
estandarizado (Rocha, 2008; Thiele, 2010). En términos generales se requiere de 3 a 4
pasos fundamentales para la reconstruccion a escala genémica de modelos metabdlicos
(Thiele, 2010; Triana et al., 2014) (Figura 1).

1. Draft Reconstruction Data assembly and Dissemination

11 Obtain genome annotation. 95| Print Matlab model content.

2| Identify candidate metabolic functions. 96| Add gap information to the reconstruction output.
3| Obtain candidate metabolic reactions.

4| Assembly of draft reconstruction. t

5| Collect of experimental data,

4. Network evaluation
43-44| Test if network is mass- and charge balanced.

45! Identify metabolic dead-ends.

2. Refineme econstructi 46-48| Gap analysis.

6! Determine and verify substrate and cofactor usage 49| Add missing exchange reactions to model.

7] Obtain neutral formula for cach metabolite. 50¢ Set exchange constraints fora simulation condition.

8] Determine the charged formula. 51-58! Test forstoichiometrically balanced cycles.

9| Calculate reaction stoichiometry. 59| Re-compute gap list.

10} Determine reaction directionality. 60-65| Test if biomass precursors can be produced in standard medium
11} Add information for gene and reaction localization. 66! Test if biomass precursors can be produced in other growth media.

12| Add subsystems information, 67-75| Test if model can produce known secretion products

13| Verify gene-protein-reaction association. 76-78, Check for blocked reactions.

14| Add metabolite identifier. 79-80f Compute single gene deletion phenotypes

15| Determine and add confidence score. 81-82| Test for known incapabilites of the organism.

16| Add references and notes. 83| Compare predicted physiological properties with known properties.
17| Flag information from other organisms. 84-87| Test if the model can grow fast enough.

18| Repeat Step 6 to 17 forall genes. 88-94] Test if the model grows too fast.

19| Add spontancous reactions to the reconstruction.

20| Add extracellular and periplasmic transport reactions.
21| Add exchange reactions.

22| Add intracellular transport reactions,

23| Draw metabolic map (optional), 3. Conversion of reconstruction
24 -32| Determine biomass composition, 1 . able .

33/ Add biomass reaction. ) 38| Initialize the COBRA toolbox.

34| Add ATP maintenance reaction (ATPM), v 39| Load reconstruction into Matlab.

35| Add demand reactions. 40| Verify S matrix.

36/ Add sink reactions, 41| Set objective function.

37| Determine growth medium requirements. 42| Set simulation constraints,

Figura 1. Descripcion general del procedimiento de reconstruccion iterativa de redes
metabdlicas. Tomado de Thiele & Palsson, (2010). El procedimiento consta de cuatro
pasos fundamentales. 1- Creacion de una reconstruccion borrador, donde se define el
sistema con la anotacion del genoma y las reacciones del candidato metabdlico. 2-
Refinamiento de la reconstruccion, este es el paso més importante y de mayor demanda
de tiempo en todo el proceso. Al ser un paso llevado a cabo casi de manera manual, es el
paso de curaduria mas importante de la reconstruccion, a grandes rasgos es en este paso
donde se asegura que el conjunto de reacciones bioguimicas obtenidas es consistente,

tanto en balance de masas, en su carga ionica, y en la conectividad de la red. Es también
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en este paso donde se define e implementa la funcién objetivo del sistema. 3- Conversion
de la reconstruccion en un formato computable, se establecen también las restricciones
biol6gicas, generalmente con base en datos experimentales. 4- Evaluacion de la red, este
es un proceso iterativo en el que el modelo se evalla constantemente y se retroalimenta
con el paso anterior (ej. se identifican los dead-ends, los gaps y se optimiza el modelo),
hasta lograr un modelo que refleje de la mejor manera la biologia del sistema bajo

estudio.

Este proceso pasa por generar un borrador del modelo metabdlico del organismo en
cuestion, seguido de un refinamiento exhaustivo, asi como de una validacion del mismo a
través de las capacidades de la red metabdlica. La curacién iterativa del modelo que
incluye el andlisis de huecos en la red, asi como el ajuste metabdlico para su llenado, la
eliminacion de ciclos futiles, entre otras, son parte crucial en el proceso de depurado. En
este sentido, se han reportado varios métodos que inciden de manera significativa en el
refinamiento de la red (Osterman, 2003; Green, 2004; Kharchenko et al., 2004; Chen,
2006; Kharchenko et al., 2006; Kumar et al., 2007).

De esta manera y de forma general, las reconstrucciones metabdlicas a escala genémica
pueden llevarse a cabo de dos maneras: automatica o manual, aunque es posible incluir
una tercera en la cual una combinacion de estrategia manual y automética es utilizada. A

continuacién, se detalla cada una de estas dos estrategias.

1.1.2 Reconstruccion automética

El proceso de reconstruccion de una red metabdlica a escala genémica de un organismo
tiene un gran costo en cuanto a mano de obra se refiere. Se ha observado que el nUmero
de modelos metabodlicos disponibles es menor al 1% de la de los genomas
completamente secuenciados (Suthers et al., 2009). Por lo tanto, existe una clara
necesidad de acelerar y racionalizar el proceso de reconstruccion de este tipo de

modelos.

En términos generales podemos definir una reconstruccion automatica como el proceso
de formalizacién matematica del conjunto de reacciones bioquimicas de un organismo o
tejido, que se lleva a cabo sin ningun tipo de curaduria o intervencién humana, es decir,
gue se crea a partir de la bisqueda y asociacién de genes, proteinas y reacciones
bioquimicas mediante mineria de datos y procesos computacionales automatizados. Este

tipo de reconstrucciones, a pesar de grandes avances en los algoritmos para su
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generacion, siguen siendo imprecisas, principalmente debido a limitaciones inherentes y
errores contenidos en las bases de datos individuales consultadas para su creacion
(Ginsburg, 2009). Las fuentes comunes de problemas son la no singularidad de los
identificadores de metabolitos (algunos compuestos estdn representados por clases
genéricas tales como "alcohol"), especies atomicas desequilibradas que surgen de una
estequiometria o férmula incorrecta para uno o mas reactivos, cofactores incorrectos o
desaparecidos y enzimas que catalizan mas de una reaccién (Poolman et al., 2006).
Problemas adicionales son causados por la falta de uso de estandares para la anotacion
de metabolitos y reacciones, haciendo la comparacion de diferentes modelos

extremadamente dificil (Radrich et al., 2010).

Algunos de los métodos y herramientas comunmente utilizados para el desarrollo de

reconstrucciones automaticas se describen a continuacion.

Pathway Tools: es un entorno de software para la creacién de una base de datos modelo-

organismo (MOD), llamada como una base de datos pathway/genome (PGDB). Esta base
de datos integra informacion acerca de genes, proteinas, redes metabdlicas y redes
genéticas de un organismo. Pathway Tools provee al usuario dos diferentes modalidades
para interactuar con una PGDB: provee una interfaz gréfica que permite al usuario
visualizar los contenidos de una PGDB y actualizar interactivamente una PGDB. Su
modulo PatholLogic toma un genoma anotado para un organismo e infiere probables
reacciones metabdlicas y rutas para producir una nueva base de datos de ruta/genoma.
Su componente MetaFlux puede generar un modelo metabélico cuantitativo para esa
base de datos de ruta/genoma usando un analisis de balance de flujo. Su componente
Navigator provee extensas herramientas de visualizacion y consulta, como la visualizacién

de metabolitos, rutas y la red metabélica completa (Karp et al., 2002).

Model SEED: es una herramienta utilizada para el analisis, comparacion, reconstruccién y
curacion de modelos metabdlicos a escala gendmica (Henry et al., 2010). Esta permite
que los usuarios puedan subir las secuencias del genoma al sistema de anotacion RAST,
y la anotacién resultante puede ser entubada automaticamente en el modelo SEED para
producir un borrador del modelo metabdlico. El modelo SEED construye autométicamente
una red de reacciones metabdlicas, asociaciones de reacciones gen-proteina para cada
reaccion, y la composicion de la biomasa de cada genoma para producir un modelo del
metabolismo microbiano que puede ser estimulado usando Analisis de Balance de Flujo
(Overbeek et al., 2004).
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Merlin: es una aplicaciéon Java de uso facil que ayuda a la reconstruccién de modelos
metabdlicos de escala genOmica para cualquier organismo que tenga su genoma
secuenciado. Realiza los principales pasos del proceso de reconstruccion, incluyendo la
anotacion genomica funcional de todo el genoma y la posterior construccién de la cartera
de reacciones. Ademas, incluye herramientas para la identificacién y anotacion de genes
que codifican proteinas de transporte, generando las reacciones de transporte para esos
portadores. También realiza la compartimentacion del modelo, prediciendo la localizacion
de organelos de las proteinas codificadas en el genoma y, por tanto, la localizacién de los
metabolitos implicados en las reacciones promovidas por dichas enzimas. Las
asociaciones gen-proteinas-reacciones (GPR) se generan automaticamente y se incluyen
en el modelo. Por ultimo, acelera la transicion de datos gendmicos a borradores de
reconstrucciones de modelos metabdlicos exportados en formato SBML estandar,
permitiendo al usuario tener una visién preliminar de la red bioquimica, que puede ser

curada manualmente en el entorno proporcionado por merlin (Dias et al., 2015).

1.1.3 Reconstruccién manual

A la fecha todas las reconstrucciones metabodlicas a escala genémica con amplia
aplicabilidad en investigacion y generacién de hip6tesis plausibles, han sido construidas
ya bien, de manera semi-automatica o manualmente, a través de un proceso de 4 pasos
(Oberhardt et al., 2008), la reconstruccién manual es de hecho también implementada en
el modelo de reconstruccion semi-automatico descrito anteriormente, pero en este caso
desde el inicio de la reconstruccién el eje principal se encuentra en la intervencion y
curaduria humana. Su implementacion mas detallada es la siguiente: en primer lugar, se
desarrolla una reconstruccion inicial a partir de datos de anotacion de genes, junto con
informacion de bases de datos en linea como KEGG (Kanehisa et al., 2006) y EXPASY
(Gasteiger et al., 2003), que relacionan genes conocidos con categorias funcionales y
ayudan a enlazar el gap genotipo-fenotipo. En segundo lugar, la reconstruccion inicial se
realiza mediante revision de literatura primaria. Luego, la reconstruccion como base de
conocimientos se convierte en un modelo matematico que puede analizarse a través de
enfoques basados en restricciones. En tercer lugar, la reconstruccién se valida mediante
la comparacién de las predicciones del modelo con datos fenotipicos. En un cuarto paso
final, una reconstruccién metabdlica se somete a ciclos continuos de laboratorio himedo y
seco, que mejoran la precision y permiten investigar hipoétesis clave (Oberhardt et al.,
2009). Generalmente, una reconstruccion incluye datos de anotacién de genes semi-

automatizada basada en las puntuaciones de homologia tipo BLAST de un genoma
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secuenciado, aumentado con datos detallados, recogidos manualmente de la literatura
especifica de organismos. Una de las contribuciones mas inmediatas de las
reconstrucciones metabdlicas a escala gendmica al conocimiento bioldgico, se encuentra
en el proceso de andlisis de la construccion del modelo, en el que las funciones genéticas
no anotadas se incorporan al conocimiento de la anotacion de genes mediante andlisis de
vias metabdlicas incompletas pero esenciales (Chavali et al., 2008; Gonzalez et al., 2008;
Oberhardt et al., 2008). El proceso de analisis de gaps puede ser beneficioso tanto
estimulando busquedas bibliograficas que revelan datos fenotipicos previamente pasados
por alto como planteando hipétesis para enzimas que probablemente existan en el
organismo, pero para las cuales ningln gen correspondiente esta actualmente anotado.
Aparte de ofrecer hipétesis para futuros experimentos, este proceso sirve para cristalizar
el trabajo realizado sobre un organismo particular y resaltar las areas principales aun

pendientes de investigacion (Manichaikul et al., 2009).

El mismo proceso puede, en teoria, ser aplicado para la reconstruccion de modelos
metabodlicos de eucariotas y procariotas (Thiele, 2010). Sin embargo, los modelos
eucariotas son mas exigentes debido al tamafio y complejidad de sus genomas, asi como

a su compartimentalizacién celular.

Balance de masas: El balance de masas, también llamado balance de materiales, es una

aplicacion de la ley de conservacion de masas al analisis de sistemas fisicos. Al
contabilizar el material que entra y sale de un sistema, se pueden identificar flujos de
masa que podrian haber sido desconocidos o dificiles de medir sin esta técnica. La ley de
conservacion exacta utilizada en el analisis del sistema depende del contexto del
problema, pero todas giran en torno a la conservacién de la masa, es decir, que la materia
no puede desaparecer o crearse espontaneamente (Himmelblau & Riggs, 2012). De
manera general en lo que se refiere a el balance de masas en reconstrucciones
metabdlicas se establece la masa que entra en un sistema debe, por conservacién de
masa, abandonar el sistema o acumularse dentro del sistema. Matematicamente

hablando el balance de masas para un sistema sin una reaccién quimica es el siguiente:
Entrada = Salida + Acumulacion

Estrictamente hablando, la ecuacion anterior también se aplica a los sistemas con
reacciones quimicas si los términos de la ecuacion del balance se toman para referirse a

la masa total, es decir, la suma de todas las especies quimicas del sistema. En ausencia
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de una reaccion quimica, la cantidad de cualquier especie quimica que fluye dentro y
fuera del sistema serd la misma. Esto da lugar a una ecuacion para cada especie
presente en el sistema. Sin embargo, si este no es el caso, entonces la ecuacion del
balance de masa debe ser modificada para permitir la generacion o agotamiento
(consumo) de cada especie quimica. Algunos utilizan un término en esta ecuacioén para
dar cuenta de las reacciones quimicas, que seran negativas para el consumo y positivas
para la produccién. Sin embargo, la forma convencional de esta ecuacion se escribe para
tener en cuenta tanto un término de generacion positivo (es decir, producto de reaccion)
como un término de consumo negativo (los reactivos usados para producir los productos)
(Himmelblau & Riggs, 2012).

Balance de cargas: es un proceso en el que a los metabolitos se les asigna la

composicion elemental y los estados de protonacion correctos, adicionalmente, las
reacciones también tienen un proceso de asignacién de carga y de equilibrio elemental.
Por lo general, el equilibrio de carga se basa en una representacion de programacion
lineal que minimiza la diferencia en la suma de la carga de los reactivos y la suma de la
carga sobre los productos (Kumar et al.,, 2012). La carga eléctrica total también se
conserva en una reaccion bioguimica. Por ejemplo, para una reaccién de superéxido
dismutasa, se puede escribir una matriz de carga eléctrica en la que se muestran las
cargas atomicas de los compuestos. La matriz de carga (E) es ortogonal a la matriz (S) y
cuando se multiplican, el producto debe ser cero si S estd equilibrada también para

electrones (Palsson, 2003).

GPR: asociaciones gen-proteina-reaccion. Dado que la creacién de un este tipo de
modelos esta basado en la informacion gendmica, es decir, que la manera en que se
establece la presencia o0 ausencia de una reaccion bioquimica esta dada por la presencia
0 ausencia del gen gue codifica para una funcién enzimatica dada, es fundamental
establecer la asociacién existente entre los genes, las proteinas (enzimas) y la reaccion
en que estas Ultimas participan, a esta asociacion la conocemos como asociaciones GPR.
La anotacion del genoma a menudo proporciona informacion sobre la asociacion GPR, es
decir, que indica la funcién que tiene cada gen. La verificacion y refinamiento necesarios
en esta etapa incluye determinar si la proteina funcional es un complejo enzimatico
heteromérico, si la enzima (complejo) puede llevar a cabo mas de una reaccion y si mas
de una proteina puede llevar a cabo la misma funcion (es decir, existen isoenzimas). Para

el primer caso, la anotacién del genoma a menudo tiene informacion refinada, por
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ejemplo, "proteina X, subunidad catalitica", lo que indica que hay al menos una subunidad
necesaria para la funcion del complejo de proteinas. A menudo, se requiere una base de
datos mas amplia y/o busqueda bibliografica. Ademas, la composicion del complejo de la
proteina puede diferir entre organismos. En el segundo caso, también puede identificarse
a partir de bases de datos bioquimicos y/o bibliografia. La multitarea de las enzimas
también puede diferir entre los organismos. Cabe sefialar que los errores o asignaciones
incorrectas en las asociaciones de GPR cambiaran los resultados de los estudios de
supresion de genes in silico. Sin embargo, las discrepancias entre in silico e in vivo
pueden usarse para refinar el conocimiento y las reconstrucciones (Thiele & Palsson,
2010).

1.1.4 Uso y analisis de las GSMN’s

Estos modelos actualmente son usados para predecir, in silico, la respuesta a las
perturbaciones de los microorganismos, y para identificar dianas de farmacos candidatos
(Rocha, 2008). Las reconstrucciones y su correspondiente modelo permiten la formulacién
de hipétesis acerca de la presencia de ciertas actividades enzimaticas y la produccion de
metabolitos que pueden ser probadas de manera experimental, complementando la
aplicacion del enfoque basado principalmente en el descubrimiento de la bioguimica

microbiana tradicional con la investigacion basada en hipétesis (Ivanova & Lykidis, 2009)

Con vistas a realizar andlisis de los modelos metabdlicos, estan disponibles una variedad
de herramientas y algoritmos (Patil et al., 2004), incluyendo el andlisis del balance de flujo
(FBA, del inglés, Flux Balance Analysis) (Varma, 1993; Edwards et al., 1999),
minimizacion de los ajustes metabdlicos (MOMA, del inglés Minimization of Metabolic
Adjustments) (Segre et al.,, 2002), el analisis del flujo metabdlico (MFA, del inglés
Metabolic Flux Analysis) (Varma, 1994; Schilling et al., 1999).

Andlisis de Balance de Flujo: es un enfoque matematico para analizar el flujo de

metabolitos a través de una red metabodlica (Oberhardt et al., 2009). Dado que estas
reconstrucciones contienen todas las reacciones metabdlicas conocidas en un organismo
y los genes que codifican cada enzima, el FBA calcula el flujo de metabolitos a través de
la red, lo que hace posible predecir la tasa de crecimiento de un organismo o la tasa de
produccion de un metabolito biotecnolégicamente importante (Orth et al., 2010). Utiliza un
enfoque de optimizacion lineal para determinar la distribucion de flujo de las reacciones en
estado estacionario en una red, mediante la maximizacion de una funcién objetivo. Una

vez que la funciébn objetivo se encuentra fijada, el sistema de ecuaciones puede
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resolverse para obtener una distribucion del flujo, y utilizarla para interpretar las
capacidades metabolicas del sistema (Raman & Chandra, 2009).

El FBA esta basado en el principio de conservacion de masa en una red, la cual utiliza
una matriz estequiométrica y una funcion objetivo relevante en el sistema para identificar

las distribuciones 6ptimas del flujo de las reacciones (Raman & Chandra, 2009).

Con este fin se define una matriz estequiométrica S, de dimension m x n con m
metabolitos y n reacciones y ¢ es el vector que representa la funcién objetivo lineal. Las
variables de decision v representan los flujos, con V CR" y los vectores v, y v, especifican
limites inferiores y superiores, respectivamente. Las restricciones Sv = 0 junto con los
limites superior e inferior especifican la regién factible del problema (Figura 2)
(Gudmundsson & Thiele, 2010).
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Figura 2. Pasos principales involucrados en FBA. Tomado de (Raman & Chandra, 2009).
En general son necesarios cuatro pasos para llevar a cabo un Analisis de Balance de
Flujo. 1- Definicion del sistema, se definen las reacciones del modelo en términos de
metabolitos involucrados, los genes y las correspondientes enzimas involucradas, asi

como los compartimentos y la reversibilidad de las reacciones. 2- Obtencién de la matriz
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estequiométrica de las reacciones con los flujos internos (v) y los flujos de intercambio (b).
3- Balance de masas en estado estacionario, donde la masa que entra en un sistema
debe, salir o acumularse dentro del sistema. 4- Adicién de restricciones, 5- Definicion de
la funcion objetivo para la optimizacion de la red, 6- Obtencion de distribucién de flujo

Optimo en estado estacionario.

Analisis de Variabilidad de Flujo: el FBA nos permite conocer Unicamente un Unico valor
de flujo, de un rango posible de flujos, para cada una de las reacciones que participan en
la solucion del sistema, que permite obtener la misma solucion optima. El FVA se utiliza
para establecer dicho rango, es decir, el fluyjo minimo y méaximo para las reacciones que
participan de la solucién en la red mientras se mantiene un cierto estado, este andlisis
identifica la distribucion de flujos a través de las reacciones de una soluciéon 6ptima de
FBA, y para esto el Upper bound y Lower bound de la funcién objetivo se constrifie al
valor dado por el FBA. después cada una de las reacciones de la solucion se convierte en
funcién objetivo y se calcula el flujo a través de cada una de ellas. Se obtiene asi, para
cada una de las reacciones, el valor maximo y minimo de flujo. El FVA se ha utilizado por
ejemplo para el establecimiento de las distribuciones de flujo bajo el crecimiento sub-
Optimo, es decir, bajo estados en los que los organismos se devuelven por debajo de los
limites de su méaxima capacidad de actuacion (Reed & Palsson, 2004), en el
establecimiento de la flexibilidad y redundancia de la red (Thiele et al., 2010), en la
optimizacion de procesos de formulacion de alimentos para la produccién de antibi6ticos
(Bushell et al., 2006), y procedimientos 6ptimos de disefio de cepas (Pharkya & Maranas,
2006; Feist et al., 2009).

Andlisis de Robustez: la robustez es una propiedad inherente todos los sistemas que se

comportan a nivel de red, como de las redes metabdlicas, y que permite a los sistemas
vivos mantener sus funciones celulares en respuesta a perturbaciones genéticas vy
ambientales (Kim et al., 2007). Esta propiedad permite establecer que tan sensible es la
funcion objetivo a cambios en otra reaccion de la red (Rosenberg & Stephens, 2007). El
estudio de la robustez metabdlica en respuesta a las perturbaciones genéticas suele estar
asociado con los conceptos de esencialidad genética y letalidad, aludiendo a si un
organismo puede sobrevivir a deleciones de genes Unicos o multiples. Los genes
esenciales consisten en genes cuya delecion individual es letal bajo una condicion
ambiental especifica. Por analogia, los letales sintéticos (SL) se refieren a pares de genes

no esenciales cuya delecion simultanea es letal (Novick et al., 1989; Guarente, 1993).

24



1.2 Enfermedad de Parkinson

La enfermedad de Parkinson es la segunda enfermedad neurodegenerativa de mayor
importancia en el mundo después de la enfermedad de Alzheimer, se caracteriza por la
presencia de temblor en reposo, bradicinesia o hipocinesia y rigidez muscular (Wirdefeldt
et al., 2011). Suele comenzar en las etapas medias o avanzadas de la vida y conduce con
el tiempo a una incapacidad motora y cognitiva progresiva (Morris, 2000; Burch & Sheerin,
2005). Afecta a todos los grupos étnicos y presenta una prevalencia del 1% en la
poblacion mayor de 65 afios, y del 2% en las personas de 85 afios 0 méas (Micheli, 1996;
Chouza et al., 2001; De Lau et al.,, 2004). Segun la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS) la EP afecta aproximadamente a 6.3 millones de personas en todo el mundo
(Infante et al., 2014).

La caracteristica patolégica de esta enfermedad es la pérdida caracteristica de neuronas
dopaminérgicas en la sustancia nigra pars compacta (SNpc) (Figura 3). Mientras que la
poblaciéon normal tiene una pérdida de alrededor del 4.4% de las células en la sustancia
nigra, los pacientes con EP tienen una pérdida 10 veces mayor (Hernandez, 2006); hay
que anotar que los sintomas no se desarrollan hasta que el 50-60% de las neuronas de la
sustancia nigra se pierden y cerca del 80-85% del contenido de dopamina en el cuerpo
estriado se agota (Garcia, 2008; Wirdefeldt et al., 2011).

Con base en analisis de los antecedentes familiares es posible clasificar a la EP en
esporadica y familiar (Pankratz, 2007). Entre el 10% y el 25% de los casos presentan un
patrén de herencia familiar determinado, ya sea dominante o recesivo. El resto de los
casos, en donde no se puede identificar una mutacién o que no presenta un patrén de
herencia especifico, se consideran esporadicos. Se han identificado mutaciones y
polimorfismos en mas de 10 genes relacionados con la EP ya sea como causales o genes
de susceptibilidad para la enfermedad (Vidrio, 2007). Seis de estos genes (PARKL,
PARK2, PARKS5, PARK6, PARK7 y PARKS) han sido fuertemente implicados como
causales o como factores de susceptibilidad para EP (Pankratz, 2007; Lépez et al., 2007,
Vidrio, 2007).
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Figura 3. Caracteristicas y localizacién de la sustancia nigra pars compacta (SNpc). La
caracteristica patolégica de esta enfermedad es la pérdida caracteristica de neuronas
dopaminérgicas en la sustancia nigra pars compacta (SNpc). La sustancia nigra esta
ubicada en la parte media del cerebro y esta compuesta por una parte compacta y una
reticulada. La parte compacta contiene neuronas que se tifien de negro con un pigmento
llamado neuromelanina, el cual incrementa con la edad. La degeneracion de las neuronas
pigmentadas en esta region es la principal patologia que sefiala la enfermedad de
Parkinson.

En los pacientes que carecen de una clara carga genética los mecanismos patogénicos
son dificiles de entender, debido a la variedad de factores que participan, entre los que
estan tdéxinas ambientales, estrés oxidativo y disfuncion mitocondrial (Sherer, 2001). Sin
embargo, la ruta final comdn de los mecanismos patdgenos que deterioran a las neuronas
de la sustancia nigra es la muerte neuronal, proceso en el que participa de manera

importante el estrés oxidativo dependiente de la dopamina.

1.2.1 El metabolismo de la dopamina

En condiciones de pH normal, las neuronas dopaminérgicas se exponen a estrés

oxidativo por el metabolismo propio de la dopamina, que produce varias moléculas que
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actian como neurotoxinas enddgenas tales como: la dopamina-quinona, los radicales
superoéxido, y el peréxido de hidrégeno (Graham, 1978). Alternativamente, la dopamina
puede desaminarse por la enzima monoamino oxidasa A (MAOA) produciendo &cido 3,4-
hidroxifenilacetico (DOPAC) y peroxido de hidrégeno (Maker et al., 1981) (Figura 4). El
superéxido no es una molécula altamente reactiva, pero al convertirse en peroxido de
hidrégeno por accién de la superoxido dismutasa (SOD), o en radicales peroxinitritos

labiles en presencia de 6xido nitrico, se vuelve altamente reactivo.
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Figura 4. Metabolismo y sintesis de dopamina Tomado de Moussa et al., (2006). La via
de la sintesis de dopamina procede de la tirosina a través de la catalisis de tirosina
hidroxilasa (TH) a levodopa (L-DOPA) y posterior descarboxilacion por dopa
descarboxilasa (DDC) a dopamina. La dopamina es metabolizada por Ila
monoaminooxidasa intraneuronal A (MAOA), y por la glia y astrocitos MAOA y MAOB.
Aungue la dopamina no pasa la barrera hematoencefalica (BBB), la L-DOPA puede, y los
inhibidores de la DDC que no pasan la BBB, como la benzerazida y la carbidopa,
aumentan su disponibilidad al cerebro. Los inhibidores de la catecol-O-metiltransferasa
(COMT), como la entacapona, también aumentan la disponibilidad de L-DOPA vy
previenen la inactivacion de la dopamina por la COMT. 3 - OMD, 3-O-metil-dopa; D1, D2,

receptores de dopamina.
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El peroxido de hidrégeno (H,O,) es relativamente inocuo, pero por una reaccion
catalizada por hierro (Fe,") se producen radicales hidroxilos altamente citotdxicos. Cabe
mencionar que en la sustancia nigra la concentracién de Fe," siempre es méas alta que en
otras regiones del cerebro, lo que puede facilitar el desarrollo y establecimiento de la EP
si la reaccién entre el H,O, y el Fe,” estuviese aumentada. Las especies reactivas de
oxigeno generadas por metabolismo de la dopamina originan alteraciones en las
funciones de las proteinas y de algunos lipidos de la neurona. Una consecuencia
inmediata del dafio en los lipidos es la pérdida de la integridad membranal, lo que
modifica la permeabilidad idnica, lo cual puede perturbar las propiedades eléctricas de la
membrana, facilitando la toxicidad (Halliwell, 1992). Por todo lo anteriormente expuesto es
imperativo que la dopamina sea inocua para la neurona, y esto se logra almacenandola
rapidamente dentro de vesiculas sinapticas, donde gracias al pH bajo y ausencia de la
MAO, se tienen las condiciones adecuadas para mantener estable a la dopamina. El
secuestro de dopamina por las vesiculas sinapticas es el principal mecanismo por el cual
las neuronas de la substancia nigra se protegen de los efectos dafiinos de su oxidacion
(Gémez et al., 2012).

1.2.2 Estrés oxidativo

El estrés oxidativo es una condicién dafina para las neuronas dopaminérgicas, y resulta
de la eliminacién deficiente de las especies reactivas de oxigeno que se generan por las
reacciones relacionadas con la dopamina. Normalmente las especies reactivas son
eliminadas por sistemas antioxidantes intracelulares, sin embargo, como resultado del
proceso normal de envejecimiento, o por alguna alteracion patoldgica, estos mecanismos
no son funcionales (Gomez et al., 2012). En la enfermedad de Parkinson las células de la
sustancia nigra parecen estar en un elevado estado de estrés oxidativo, lo que se deduce
por el aumento en productos de la oxidacion de lipidos, proteinas y DNA; sin embargo, es
posible que este aumento sea compensado por el incremento en la actividad de los
sistemas antioxidantes (Sofic, 1988; Dexter, 1989; Saggu, 1989; Floor & Wetzel, 1998;
Jenner, 1998).
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1.3 Neuroproteccidbn por agentes externos en la

enfermedad de Parkinson

La levodopa es el estandar de referencia en la medicacién contra el Parkinson, con
efectos antiparkinsonianos mas amplios que cualquier otro tratamiento. En el cerebro, las
neuronas tipicamente convierten la levodopa en dopamina. La levodopa funciona
reemplazando la dopamina perdida por el Parkinson. La combinacién de carbidopa y
levodopa es la medicacion mas potente y efectiva contra el Parkinson y es utilizada para
prevenir las nauseas y asegurarse de que la levodopa no sea metabolizada antes de
entrar al cerebro (Fahn, 2005). Esta terapia, sin embargo, presenta efectos secundarios y
su eficacia disminuye con la progresién de la enfermedad (Samii et al., 2004; Lang &
Obeso, 2004; Savitt et al., 2006; Hodaje et al., 2007; Singh et al., 2007; Quick et al.,
2008). En las etapas iniciales del Parkinson, los efectos secundarios incluyen una baja en
la presion arterial, nduseas, resequedad bucal y mareos. A medida que la EP avanza,
pueden desarrollarse efectos secundarios motores tales como la distonia y la discinesia.
Confusién y alucinaciones son efectos secundarios en la EP avanzada, pero menos
prevalentes que las alucinaciones causadas por agonistas de dopamina. Dadas las
implicaciones y efectos colaterales de la administracion de estos medicamentos, existe
una buUsqueda permanente de estrategias alternativas para el tratamiento de esta
enfermedad (Parkinson's Disease Foundation, 2012), en este sentido, al menos desde los
afios 90 se ha identificado algunos agentes externos significativamente relacionados con

neuroproteccion en EP.

1.3.1 Nicotina

Una de las observaciones mas fuertes y mas consistentes en los estudios
epidemioldgicos de la EP es la asociacion inversa con el tabaquismo. Esta relacion se
observé por primera vez hace mas de 40 afios en estudios de mortalidad, que
confirmaban que el riesgo de muerte por EP era menor en los fumadores que en los no
fumadores, ya que se ha demostrado que hay aproximadamente dos veces menos EP
entre los fumadores en comparacion con los no fumadores (Dorn, 1959; Thiriez et al.,
2011).
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Estudios in vitro y en animales han comprobado que la nicotina o los agonistas de los
receptores nicotinicos pueden ser utilizados en el tratamiento terapéutico de EP, ya que
se ha reportado que los agonistas nicotinicos tienen un papel importante en la
neuroproteccion contra el dafio nigroestriatal y en la reduccién de los efectos secundarios

(discinesias) asociado con el tratamiento con L-dopa (Quik et al., 2008).

Adicionalmente, existe una superposicion extensa entre el sistema estriado nicotinico y
dopaminérgico, que los receptores nicotinicos se expresan en estriado con varios subtipos
presentes en terminales dopaminérgicos estriados, y que la activacion del receptor
nicotinico provoca la liberacion de dopamina. Ademas, el tratamiento con nicotina mejora
la expresion de algunos subtipos de receptores nicotinicos disminuyendo el dafio
nigroestriatal (Gentry & Lukas, 2002). Incluso recientemente se ha demostrado que la
nicotina y la hidroquinona inhiben la agregacién de a-sinucleina (Hong et al., 2009). Por lo
tanto, los datos experimentales indican que la administracion crénica de nicotina tiene un
efecto motor - sobre todo en las discinesias - y un efecto neuroprotector en los modelos
de EP (Thiriez et al., 2011).

1.3.2 Antinflamatorios no esteroideos (AINE’s)

Son un grupo de farmacos con funciones principalmente antiinflamatorias, analgésicas y
antipiréticas, por lo que reducen la inflamacién, el dolor y la fiebre respectivamente
(Rivera, 2006). Se han reportado mecanismos neuroinflamatorios que pueden estar
involucrados en EP (Hunot & Hirsch, 2003; Hirsch & Hunot, 2009).

Dentro de estos farmacos antiinflamatorios se encuentran la aspirina, acido salicilico,
ibuprofeno y celecoxib (Mohanakumar et al., 2000; Di Matteo et al., 2006). La aspirina
juega un papel importante en el proceso de neuroinflamacién y de degeneracion neuronal
(Starke et al., 2015), adicionalmente, promueve la resolucién de procesos inflamatorios
(Claria & Serhan, 1995). El acido salicilico es un metabolito producto de la aspirina, el cual
es ampliamente utilizado para el tratamiento de infarto de miocardio y enfermedades

cardiovasculares (Mohanakumar et al., 2000).

Se ha reportado que los AINE’s parecen reducir el riesgo a desarrollar EP,
particularmente el ibuprofeno (Rees et al., 2011). Mientras que los estudios de modelos

animales de EP apoyan esta hipotesis (Teismann & Ferger, 2001), la literatura
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epidemioldgica sobre el efecto del uso de farmacos antiinflamatorios en la PD es mixta.
Varios estudios sugieren un efecto protector de los farmacos antiinflamatorios sobre la EP
en los seres humanos (Chen et al.,, 2003; Chen et al., 2005), mientras que otros no
corroboran estos hallazgos (Hernan et I., 2006; Ton et al., 2006; Gagne & Power, 2010).
Sin embargo, son necesarios mas estudios para determinar qué farmacos individuales
funcionan mejor, qué dosis tomar y en qué periodo, que tipos de personas (personas con
alto riesgo de EP o la poblacién en general). Estos estudios también ayudaran a identificar
posibles farmacos en pacientes con EP, para ver si podrian detener la progresion de la

enfermedad o mejorar los sintomas (Rees et al., 2011).

1.3.3 Cafeina

En el afio 1820 fue aislada la cafeina, pero en la Ultima década del siglo XIX la estructura
correcta de esta metilxantina quedé establecida. Los efectos de esta sustancia no fueron
claramente reconocidos hasta el afio 1981, cuando el bloqueo de los receptores de
adenosina se correlacioné con las propiedades estimulantes de la cafeina y de sus
analogos (Daly, 2007). Probablemente la cafeina sea una de las sustancias psicoactivas
mas utilizadas en el mundo, generando efectos en innumerables funciones fisiol6gicas,
incluyendo la resistencia fisica, el humor, el suefio y el dolor (Fredholm et al., 1999).
Ademas de ser consumida como bebida (café y otras bebidas que contienen cafeina)
diversos medicamentos analgésicos principalmente para la cefalea, contienen cafeina
asociada con el paracetamol o con los antiinflamatorios no hormonales (Goldstein et al.,
2006).

La cafeina es un alcaloide que esta presente en mas de 60 especies de plantas
(Sawynok, 2011). Su estructura molecular pertenece a un grupo de xantinas trimetiladas
con sus compuestos intimamente relacionados: teobromina (presente en el cacao) y la
teofilina (presente en el té€) (Daly, 2007). Quimicamente, esos alcaloides se parecen a las
purinas, xantinas y al &cido Urico, que son compuestos metabdlicamente importantes
(Sawynok, 2011). La cafeina produce los mismos efectos conductuales que los
psicoestimulantes clasicos, es decir, activacion motriz, despertar (arousal) y efectos
reforzadores (Fredholm et al., 1999; Griffiths, 2003; Ferré, 2008). Ademas, produce en el
ser humano efectos subjetivos que son cualitativamente similares a los de los

psicoestimulantes clasicos (Griffiths, 2003)
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El sistema dopaminérgico central es la diana principal de los efectos farmacologicos de
los psicoestimulantes. Los cuerpos de las neuronas de las vias dopaminérgicas centrales
estan localizados en el mesencéfalo (en la sustancia nigra y el area tegmental ventral) y
sus ramificaciones axdnicas inervan una gran parte del cerebro (Gerfen, 2004). El
estriado, la estructura de entrada de los ganglios basales, es el area cerebral que
contiene la mayor inervacidbn dopaminérgica y la mayor densidad de receptores
dopaminérgicos (Gerfen, 2004). De acuerdo con su mecanismo de accién principal, los
psicoestimulantes suelen clasificarse en bloqueadores de la recaptacion de dopamina y
liberadores de dopamina. Los bloqueadores de la recaptacién, como la cocaina, se unen
al transportador de dopamina e inhiben su funciéon (Torres, 2003; Elliot, 2005). Los
liberadores de dopamina, como la anfetamina, también se unen al transportador de
dopamina, pero aumentan la liberacion de ésta al revertir su transporte (Elliot, 2005;
Sulzer et al., 2005). El efecto final comun de los 2 tipos principales de psicoestimulantes
es el aumento significativo de la dopamina en el espacio extracelular. De este modo,
clasicamente los psicoestimulantes se han considerado agonistas indirectos de los
receptores dopaminérgicos, para diferenciarlos de los agonistas directos, que se unen a
los receptores dopaminérgicos y los estimulan directamente.

1.3.3.1 Metabolismo de la cafeina
La cafeina tiene una vida media de 4 a 5 horas, que puede prolongarse en pacientes con

enfermedades hepéticas, lactantes y neonatos (hasta 100 h), o durante el embarazo
(Begas et al., 2007; Thorn et al., 2012). La cafeina se metaboliza casi completamente y
alrededor del 3% es excretada sin cambios en la orina (Begas et al., 2007; Kot & Daniel,
2008). La principal via de metabolismo en seres humanos es a través de la N-3
demetilacion a paraxantina también conocida como 1,7-dimetilxantina o 17X (Benowitz et
al., 1995; Begas et al., 2007; Kot & Daniel, 2008). Esta reaccion es llevada a cabo por
CYP1A2 en el higado (Begas et al., 2007). Los experimentos con microsomas hepéticos
humanos estiman que 1-N-desmetilacion a la teobromina representa aproximadamente 7
a 8% del metabolismo de la cafeina con 7-N-desmetilacion a la teofilina también alrededor
del 7 al 8% (Kot & Daniel, 2008). El 15% restante de la cafeina sufre un proceso de

hidroxilacién C-8 para formar acido 1,3,7-trimetildrico (Kot & Daniel, 2008).
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Figura 5. Metabolismo de la cafeina en humanos reportado en KEGG. La cafeina es
metabolizada en el higado por la isoenzima del citocromo P-450 (CYP), por demetilacion,
transformandola en paraxantina (85%), teobromina (10%) y teofilina (5%), excretandose
solo el 3% como cafeina inalterada por la orina. La cafeina puede sufrir las siguientes
transformaciones metabdlicas: 1- demetilacién inicial para dar origen a dimetilxantinas
como teofilina, teobromina y paraxantina. 2- oxidacion para generar el acido 1,3,7-

trimetildrico y 3- hidratacién y ruptura del anillo para producir dimetiluracilo.

CYP1A2 es responsable de méas del 95% del metabolismo primario de la cafeina (Kalow &
Tang, 1993). Por lo tanto, la cafeina es usada como una droga de prueba para la actividad
de CYP1A2, con un radio relativo de metabolitos urinarios usados como un indicador de
flujos a través de diferentes partes de la red (Begas et al., 2007). Ademas de la
paraxantina, los principales metabolitos de la cafeina en la orina son 1-metilxantina (1X),
acido 1-metildrico (1U), 5-acetilamino-6-formilamino-3-metiluracilo (AFMU), acido 1,7-

dimetilurico 17U) (Begas et al., 2007). Estos se forman por el metabolismo secundario de
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la paraxantina por CYP1A2, CYP2A6, NAT2 y XDH (también conocida como xantina
oxidasa o XO) (Begas et al., 2007). Estudios in vitro en lineas celulares muestran la
participacion de CYP2E1 en la formacion de teobromina y teofilina, mientras que los
estudios de proteinas recombinantes en microsomas no apoyan esto, sino que sugieren
que contribuye a la formacién de &cido 1,3,7-trimetildrico (Gu et al., 1992; Kot & Daniel,
2008). Experimentos en microsomas han demostrado que CYP2C8, CYP2C9 y CYP3A4
también participan en el metabolismo primario de la cafeina (Gu et al., 1992; Kot & Daniel,
2008; Kot & Daniel, 20082).

1.4 La cafeina como tratamiento sintomatico en la

enfermedad de Parkinson

Los mecanismos por los que la cafeina produce activacibn motriz dependen
principalmente de su capacidad de liberar los frenos presinaptico y postsinaptico que la
adenosina impone sobre la neurotransmision dopaminérgica estriatal al actuar sobre
distintos heteromeros de receptores de adenosina localizados en distintos elementos del
médulo espinal estriatal (MEE) (Ferre, 2008). Sin embargo, esto ocurre en condiciones
normales, cuando no hay ningln déficit en la neurotransmisién dopaminérgica. Como ya
se ha mencionado, la deplecion central de dopamina o el bloqueo de los receptores
dopaminérgicos deteriora significativamente los efectos motores de la cafeina (Ferré,
1992; Garrett & Griffiths, 1997). Por otro lado, si el déficit de la neurotransmision
dopaminérgica es permanente o lo bastante prolongado, la cafeina u otros antagonistas
de adenosina no selectivos, o bien selectivos para el receptor A2A, pueden revertir la
hipocinesia resultante de dicha deficiencia. Por ejemplo, unas pocas horas después de la
administracién de reserpina a roedores, la cafeina (u otros antagonistas de adenosina) es
incapaz de producir activacidn motriz, mientras que unas 24 h después da lugar a una
activacion motriz significativa (Ferré, 1991; Popoli, 1991). Como es de esperar,
bioquimicamente la cafeina y los antagonistas de adenosina A2A selectivos revierten el
aumento de la fosforilizacion proteica y expresion génica que se produce en la neurona
espinosa mediana (NEM) encefalinérgica en dichas condiciones experimentales (Aoyama,
2000; Zahniser et al., 2000; Chen et al., 2001; Kim & Palmiter, 2003). Es bien conocido
gue en la enfermedad de Parkinson se produce una deficiencia de dopamina, como

consecuencia de la degeneracion de las vias dopaminérgicas centrales, y que el principal
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tratamiento sintomético es el sustitutivo, con la administracion de L-DOPA (precursor de la
dopamina) u otros agonistas dopaminérgicos directos. Por consiguiente, seria de esperar
que la cafeina, al igual que antagonistas A2A selectivos, pudiera utilizarse como agente
antiparkinsoniano, tanto sola (para bloquear la sefializacién desinhibida del receptor A2A)
como asociada a agonistas dopaminérgicos (para potenciar la sefializacion del receptor
D2).

1.5 La cafeina como tratamiento neuroprotector en la

enfermedad de Parkinson

Otro aspecto que ha llamado la atencién respecto a la posible aplicacién de la cafeina en
la enfermedad de Parkinson es su posible efecto neuroprotector, particularmente para las
neuronas dopaminérgicas. En un principio, una serie de estudios epidemioldgicos
encontraron una relacion inversa entre el consumo de cafeina y el riesgo de desarrollar la
enfermedad (Ross et al.,, 2000; Ascherio et al., 2001; Hernan et al., 2002). Estudios
preclinicos indican que la cafeina y, en particular, los antagonistas A2A protegen de la
degeneracion de las neuronas dopaminérgicas inducida por distintas neurotoxinas (Chen
et al.,, 2000; lkeda et al., 2002). EI mecanismo de accion encargado de estos efectos
neuroprotectores de la cafeina esta todavia por determinar. Es poco probable que se trate
de un efecto directo sobre las neuronas dopaminérgicas, dada la escasa o nula expresion
de receptores A2A en ellas (Ferré et al., 1997; Rosin et al., 2003; Ferré et al., 2007). En
resumen, los estudios preclinicos indican que, en ciertas condiciones experimentales, la
cafeina y los antagonistas de adenosina A2A protegen a las neuronas dopaminérgicas de

los efectos de ciertas neurotoxinas.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo general

Analizar los efectos de la cafeina en un modelo computacional de neurona dopaminérgica

en relacion a la enfermedad de Parkinson.

2.2 Objetivos especificos

e Elaborar un modelo computacional de neurona dopaminérgica en relacion a la
enfermedad de Parkinson.

e Integrar en el modelo elaborado el conocimiento actual en metabolismo de
cafeina.

o Evaluar el efecto que a nivel metabdlico puede tener la cafeina en el modelo
elaborado.

e |dentificar los posibles mecanismos moleculares de neuroproteccion surgidos a

partir del consumo de cafeina.
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3. Metodologia

3.1 Modelo computacional

Para la construccién del modelo computacional de neurona dopaminérgica en relacion a
la enfermedad de Parkinson, inicialmente, se tom6 como base el conjunto de reacciones
de neurona que dan flujo a la funcion objetivo de mantenimiento celular (Cakir et al., 2007)
y en base a la reconstruccibn metabolica humana RECON 2.04 (Thiele et al., 2013).
Adicionalmente, en cuanto al componente dopaminérgico, se afiadieron las reacciones
metabdlicas relacionadas con sintesis, metabolismo y transporte de dopamina (Tabla 1).
Cada una de las reacciones fue revisada manualmente y con base en la literatura y bases

de datos relevantes se establecié su validez biologica.

Tabla 1. Componentes y reacciones introducidas al modelo computacional base de

neurona dopaminérgica.

C omponente n] Reaccion
0.8 ala_L[c] + 0.033 amplc] + 0.377 arg_L[d + 0.2831 asn_L[c] + 0.359 asp_L[c] +
43.153 atp{c] + 0.018 chsterol[d + 0.003 clpn_h=[c] + 0.0551 cmplc] + 0.145 cy=_L[c] +
0.011428 dam pfc] + 0.0099 demplc] + 0.0099 dgm p{c] + 0.0148 dimp{c] + 0.322 gin_L[c] +
0.388 glu_L[c] + 0538 ghic] + 0.0624 gmp[c] + 43.153 h2o[c] + 0.143 his_L[c] + 0.324
ile_L[c]+ 0.564 leu L[c] + 0.57 ys_L[c] + 0.138 met_L[c] + 0.01 pail_hs[c] + 0.069

Mantenimiento maintenance_

celular reaction pchol_hs[c] + 0.026 pe_hs[c] + 0.001 palyc._hs[c] + 0.219 phe_L[c] + 0.313 pro_L[c]
0.003 ps_hs[c] + 0.43 ser_L[c] + 0.0028 sphmyin_hs[c] + 0.385 thr_L[c] + 0.044trp_L[c] +
0.0182 tyr_L[c] + 0.033 ump[c] + 0.418val_L[c] == 43.153 adp[c] + 43.153 h[c] + 43.153
pifc]
Sintesis de EX b Le) tyr_Lfe] <=>
Dopamina TYRaIM0O2Z 02[d + thbpic] + twr_L[c] -= 34dhphe[d + thbptdacam[c]
JHLYTCL h[c] + 34dhphefc] -= coZ[c] + dopa[c]
DOPAt4 2 r 2 nalfe] + dopale] === 2 nal[c] + dopalc]
Transporte de DO P At dopalc] == dopa[e]
Dopamina EX_dopale) dopale] «<==
r2312 hco3[c] + gthrd[c] + dopale] === hcode] + dopa[c] + gihrd[e]

La reaccion de mantenimiento celular contiene 20 aminoéacidos, dentro de los que se
encuentran aminoacidos esenciales (Isoleucina, Leucina, Lisina, Metionina, Fenilalanina,
Treonina, Triptéfano, Valina, Histidina y Arginina) y no esenciales (Alanina, Tirosina,
Aspartato, Cisteina, Glutamato, Glutamina, Glicina, Prolina, Serina y Asparagina), los
cuales son necesarios para el adecuado funcionamiento metabdlico de neurona, es decir,
con estos metabolitos la célula tiene la capacidad de multiplicarse y producir los
metabolitos primarios y secundarios como resultado final de su proceso metabdlico. Esta

reaccion también tiene compuestos como colesterol, cardiolipina, ATP, 1-fosfatidil-1D-mio-

37



inositol, fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, fosfatidilglicerol, fosfatidilserina vy
esfingomielina. Como productos finales esta reaccion produce energia, hidrégeno y

fésforo inorganico.

Dentro de las reacciones de transporte de dopamina se encuentran la reaccion
EX _dopa(e) que es la principal entrada de dopamina extracelular al sistema, DOPAt4_2 r
que se refiere al transporte de dopamina via sodio, del medio extracelular al
citoplasmético, DOPAtu, referente al transporte de dopamina del medio citoplasmético al
extracelular, la reaccién r2312 es una reaccion de transporte de dopamina del medio
extracelular al citoplasmatico y de transporte de &cido carbdnico y glutation reducido del
medio citoplasmatico al extracelular y finalmente la reaccion DOPAVESSEC, que se
refiere al transporte de dopamina via vesiculas. En cuanto a las reacciones de sintesis de
dopamina inicialmente se encuentra la reaccion EX_tyr_L(e), que se refiere a la entrada
de L-tirosina del medio extracelular, la reaccion TYR3MOZ2, referente a la conversion de L-

tirosina a L-dopa y la reaccién 3HLYTCL que es la conversion de L-dopa a Dopamina.

Para la caracterizacion de neurona saludable y neurona Parkinson, se llevé a cabo el uso
de datos de expresion de sustancia nigra de muestras postmortem de cerebro de
pacientes con EP obtenidos por Lesnick et al., (2007) y actualizados en octubre de 2016,
en el cual se utilizaron microarrays para detallar el programa global de expresion génica
subyacente a la enfermedad de Parkinson. Se utilizaron tejidos de sustancia nigra de
cerebro postmortem de pacientes sanos y pacientes con enfermedad de Parkinson para
extraccion de RNA e hibridacion en microarrays Affymetrix Human Genome U133 Plus
2.0, se realizaron 9 réplicas para pacientes sanos y 16 réplicas para los pacientes con

enfermedad de Parkinson.

Para la integracion de esta informacion en el modelo computacional, se utilizé el paquete
en R exp2flux, disefiado e implementado en el grupo de investigacion de Bioinformatica y
Biologia de Sistemas de la Universidad Nacional de Colombia (Osorio et al., 2016). Este
paquete convierte los valores de expresion génica en limites FBA para cada reaccion

basada en las reglas booleanas descritas en su GPR asociado.
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3.2 Integracion de metabolismo de cafeina

Para la introduccion del metabolismo de cafeina, se llevd a cabo una busqueda
exhaustiva de dicho proceso, y el desarrollo del mismo en humanos (Callahan et al., 1982;
Sved et al., 1976; Berthou et al., 1991; Nehlig et al., 1992; Tassaneeyakul et al., 1994,
Dager et al., 1999) y tomando como base lo reportado en la base de datos de KEGG
(Kanehisa & Goto, 2000; Kanehisa et al., 2016) (Tabla 2).

En la tabla 2 se observa el conjunto de reacciones referentes al metabolismo de la
cafeina, que fueron integradas al modelo metabdlico de neurona dopaminérgica. Se
tienen 2 reacciones de transporte Caffeinel, referente a la entrada de cafeina del medio
extracelular y Caffeine2, referente a la entrada de cafeina del medio extracelular al
citoplasmaético.

Tabla 2. Reacciones del metabolismo de cafeina integradas al modelo metabdlico de

neurona dopaminérgica en relacion a la enfermedad de Parkinson.

ID Reaccion
Caffeinel caffeine[e] <=>
Caffeine2 caffeine[e] <=> caffeine[c]
Caffeine3 1 7dmxan[c] + o02[c] + h20[c] => 1 7dmurate[c] + h202][c]
Caffeined 1mxan[c] + h20o[c] + 02[c] => 1murate[c] + h202[c]
Caffeineb 1 7dmxan[c] => 5a6f3murate|[c]
Caffeine6 1 7dmxan[c] => 1 7dmurate|c]
Caffeine7 caffeine[c] + nadph[c] + 02[c] + h[c] => 1 7dmxan[c] + nadp|c] + fald[c] + h20|c]
Caffeine8 1 7dmxan[c] => 1lmxan|c]
Caffeine9 Imurate[c] => urate[c]
Caffeine10 5a6f3murate[c] => urate[c]
Caffeinell 1 7dmurate[c] => urate[c]
Caffeinel?2 1 7dmxan|c] => xan|c]
Caffeinel3 1mxan[c] => xan|c]

Se integraron subproductos del metabolismo de la cafeina que se ha demostrado estan
en humanos y de los cuales van a vias metabdlicas de las Xantinas, dentro de este grupo
se encuentran las reacciones de Caffeine3, referente a la hidrélisis de 1,7-dimetilxantina a
acido 1,7-dimetilurilarico. Caffeine4 es la conversiébn de 1-metilxantina a é&cido 1-
metildrico. Caffeineb, la conversion de 1,7-dimetilxantina a 5-acetilamino-6-formilamino-3-
metiluracilo. Caffeine6 es la conversiéon de 1,7-dimetilxantina a 1,7-dimetilurildrico.
Caffeine7 es la reaccion principal de conversion de cafeina en 1,7-dimetilxantina.

Caffeine8, referente a la conversion de 1,7-dimetilxantina a 1-metilxantina. Caffeinel2
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referente a la conversion de 1,7-dimetilxantina a xantina y la reaccion Caffeine13 referente

a la conversiéon de 1-metilxantina a xantina.

Finalmente, las reacciones pertenecientes a las vias del acido uUrico, Caffeine9 es la
conversion de acido 1-metildrico a urato. Caffeinel0, conversion de 5-acetilamino-6-
formilamino-3-metiluracilo a urato y finalmente la reaccién de Caffeinell, conversion de

acido 1,7-dimetiluriltrrico a urato.

3.3 Evaluacion del efecto metabdlico de la cafeina

Para evaluar los efectos de la cafeina a nivel metabélico en el modelo computacional de

neurona dopaminérgica, se desarrollaron cuatro experimentos diferentes (Figura 6):

Neurona dopaminérgica saludable.
Neurona dopaminérgica saludable + cafeina.

Neurona Parkinson.

w0 NP

Neurona Parkinson + cafeina.

Todos estos experimentos se llevaron a cabo teniendo como funcién objetivo la reaccién

de mantenimiento celular.

QCafeina
i Neurona
‘Parkinson l\‘\ Saludable + Cafeina
y
Neurona
Saludable
v
Neurona
Parkinson
N
Neurona
Parkinson + Cafeina

Figura 6. Disefio experimental para evaluar el efecto metabdlico de la cafeina en el

modelo computacional.
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Mediante FBA se estableci6 el conjunto de reacciones que optimizaron la funcién objetivo
de mantenimiento celular en neurona saludable y neurona saludable + cafeina, esto con el
fin de definir el fenotipo metabdlico de una célula sana y una célula sana + cafeina, los
cuales fueron utilizados como control negativo (neurona saludable) y control positivo
(neurona saludable + cafeina) para luego observar las diferencias en el metabolismo de
los fenotipos metabdlicos encontrados en los modelos de neurona Parkinson y neurona

Parkinson + cafeina.

Adicionalmente mediante FVA se establecieron los rangos de flujo minimo y maximo para
cada una de las reacciones de los modelos, con el fin de determinar el rango en el que se
puede llevar a cabo cada una de las reacciones en los diferentes escenarios evaluados.
Estos andlisis anteriormente mencionados, se llevaron a cabo en MATLAB-COBRA
Toolbox (Schellenberger et al., 2011).

3.4 Identificaciobn de mecanismos moleculares de

neuroproteccion

Luego de obtener los fenotipos metabodlicos para cada uno de los escenarios, se
interpretaron biol6égicamente cada uno de los resultados obtenidos. Luego se propusieron
los posibles mecanismos moleculares para finalmente proponer un efecto neuroprotector

de la cafeina.
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4. Resultados y discusion

4.1 Modelo computacional

Se obtuvo un modelo computacional de neurona dopaminérgica con un total de 2015
reacciones, 1474 metabolitos y 943 genes asociados. En los modelos sin cafeina se
inhibieron las 13 reacciones de cafeina, es decir, en los modelos (-) de cafeina se
knoquearon las reacciones de cafeina para simular la no entrada de cafeina al sistema.
Es importante destacar que el modelo computacional desarrollado ha sido sometido a un
proceso de validacion humeda y proviene de datos biol6gicos usados.

El modelo computacional adicionalmente cuenta con 8 compartimentos, dentro de los
cuales se encuentran citoplasma [c], mitocondria [m], extracelular [e], lisosoma [I], nuclear

[n], reticulo endoplasmaético [r], aparato de Golgi [g] y peroxisoma [p].

4.1.1 Determinacion de la distribucion de flujos

metabdlicos

Se realizd el analisis de balance de flujo para los modelos de neurona saludable y
neurona Parkinson, con el fin de observar el conjunto de reacciones que participan de la
solucion en el modelo de neurona dopaminérgica, en estos dos escenarios. Estos dos
modelos fueron utilizados como controles para la evaluacién posterior del conjunto de
reacciones que se llevaron a cabo en neurona saludable + cafeina y neurona Parkinson +

cafeina.
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Figura 7. Analisis de Balance de Flujo de los modelos saludable y Parkinson.

En la figura 7 se puede observar la variacion de flujos en ambos escenarios, y en el total
de 2015 reacciones. En neurona saludable se presentan flujos de -300 a 300 uM-h™. En el
caso de neurona Parkinson se presentan flujos de -200 a 200 pM-h™. Esto indica una
menor distribucién de los flujos en el escenario de Parkinson, lo que podria deberse a las
restricciones de los datos de expresion génica utilizados para la simulacion de la
enfermedad en el modelo computacional y podria sugerir que parte de las caracteristicas
de la EP surgen de una menor capacidad de sintesis de algunos metabolitos. En el Anexo

1, se detalla la distribucion de flujos de los modelos neurona saludable y neurona
Parkinson.
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Figura 8. Niamero de reacciones que participan de la solucién en el modelo de neurona

dopaminérgica para neurona saludable y neurona Parkinson.

La figura 8 muestra el nUmero de reacciones que participan en la solucién del modelo
computacional, obteniendo como resultado que en neurona saludable de un total de 2015
reacciones, 1372 reacciones participan en la solucion del modelo, y para neurona
Parkinson participan 1295 reacciones, es decir, 77 reacciones de diferencia entre las dos
simulaciones. Resultados que estdn totalmente ligados a las variaciones de flujos
observados anteriormente en la figura 7, ya que para una mayor cantidad de reacciones
involucradas en la solucion del modelo [1372 reacciones], hay un mayor valor de flujo [-
300 a 300 pM-h™], y para un menor valor de reacciones que intervienen en la solucion
[1295 reacciones], hay un menor valor de flujo [-200 a 200 pM-h™].

4.1.2 Rangos de flujos minimos y maximos para las

reacciones

Dado que el resultado del analisis por FBA nos determina un valor Unico de flujo para

cada reaccion que participa en la optimizacion de la funcion objetivo celular, definida en
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este caso como mantenimiento celular, era pertinente establecer si existian otros valores
de flujo que en su conjunto optimizaran de igual manera dicha funcién objetivo. Asi, la
identificacion del rango de flujo posible en el que puede variar cada reaccion en la
solucion, nos permitiria tener una idea mas global del escenario metabdlico en el que se
encuentran las posibilidades del sistema. De esta manera, con el fin de encontrar el
rango de flujo minimo y maximo para cada una de las reacciones en los modelos de
neurona saludable y neurona Parkinson, se llevé a cabo un FVA, que se utilizé también

como control para comparar con los modelos de neurona saludable + cafeina y neurona
Parkinson + cafeina.
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Figura 9. Analisis de Variabilidad de Flujo para los modelos saludable y Parkinson.

En la figura 9 se pueden observar como varian los flujos de las reacciones en relaciéon a
los dos modelos de neurona saludable y neurona Parkinson. En el modelo de neurona
saludable se observan que los flujos varian entre -400 a 400 uM-h™, al contrario que en el
modelo de neurona Parkinson, los flujos varian entre -350 a 350 uM-h™. Se observa una
variacion de los flujos muy similar a la obtenida en la determinacion de los flujos
metabdlicos, a diferencia de que, en este caso se ampli6 el rango de flujo. Sin embargo,
se puede inferir que, en general cuando la célula esta restringida, es decir, cuando se esta
simulando enfermad, los flujos de las reacciones del modelo tienen menos libertad, es

decir, tiene menor rango de flujo minimo y maximo para llevarse a cabo.
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En las tablas 3 y 4 se pueden observar diferentes rangos de flujos minimos y maximos
para 27 reacciones elegidas, ya que son de gran importancia metabdlica y debido a que
varios de estos compuestos pertenecen a aminoacidos esenciales y no esenciales para el
mantenimiento celular de la neurona, ademas de compuestos necesarios como O, CO,y
H,0, y las reacciones de transporte de dopamina para los modelos de neurona saludable

y neurona Parkinson.

Tabla 3. Lower Bound y Upper Bound de reacciones de importancia metabdlica en el

modelo de neurona saludable.

ID Reaccion LB UB ID Reaccioén LB UB
CcO2t -26.4 264 | EX his_L(e) -13.26 -0.0025
DOPAt4 2 r -52.68 52.68 | EX_ ile_L(e) -1 -0.0058
DOPAtu -26.7 267 | EX lac_L(e) -1 13.16
EX ala_L(e) -1 13.16 | EX leu_L(e) -1 -0.010

EX arg_L(e) -1 -0.0068 | EX_lys_L(e) -0.0103 -0.010
EX asn_L(e) -1 -0.0052 | EX_met_L(e) -0.0024 -0.0024

EX asp_L(e) -1 0 EX 02(e) -1.23 -1.19
EX _co2(e) 1.19 1.23 |[EX phe_L(e) -0.0132 -0.0039
EX cys_L(e) -92 0 EX _pro_L(e) -1 3.81
EX dopa(e) 0 0 EX ser_L(e) -1 13.16
EX _glc(e) -0.1 6.013 | EX_thr_L(e) -1 -0.0069
EX _gin_L(e) -1 8.43 EX trp_L(e) -0.00079 -0.00079

EX_h2o(e) -24.21 2396 | EX_tyr L(e) -0.0041 0.0089
EX val_L(e) -1 -0.0075

46



Tabla 4. Lower Bound y Upper Bound de reacciones de importancia metabdlica en el

modelo de neurona Parkinson.

ID Reaccion LB UB ID Reaccion LB UB
CO2t -26.364 26.364 | EX his_L(e) -9.52 -0.0025
DOPA4 2 r -15.13 15.13 EX ile_L(e) -1 -0.0058
DOPAtu -33.67 33.67 EX lac_L(e) -1 11.96
EX ala_L(e) -1 11.96 EX leu_L(e) -1 -0.01
EX arg_L(e) -1 -0.0068 | EX Iys L(e) -0.0103 -0.01
EX asn_L(e) -1 -0.0052 |EX met L(e) -0.0024 -0.0024
EX asp_L(e) -1 2.8e-28 EX_02(e) -1.23 -1.193
EX _co2(e) 1.19 1.23 EX _phe_L(e) -0.0132 -0.0039
EX cys _L(e) -91.87 0 EX pro_L(e) -1 3.74
EX _dopa(e) 0 0 EX_ser_L(e) -1 12
EX glc(e) -0.16 6.24 EX _thr_L(e) -1 -0.0069
EX gin_L(e) -1 8.72 EX trp_L(e) -0.00079 -0.00079
EX_h2o(e) -23.52 26.12 EX tyr L(e) -0.0041 0.0089
EX val L(e) -1 -0.0075

4.2 Integracion de metabolismo de cafeina

4.2.1 Determinacion de la distribucion de flujos

metabolicos

Se realiz6 el analisis de balance de flujo para los modelos de neurona saludable + cafeina
y neurona Parkinson + cafeina, con el fin de observar el conjunto de reacciones que se
llevaron a cabo cuando hay entrada de cafeina al sistema. Estos fenotipos metabdlicos
fueron comparados con los obtenidos con los modelos de neurona saludable y neurona

Parkinson.
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Figura 10. Analisis de Balance de Flujo para los modelos saludable + cafeina y Parkinson
+ cafeina.

En la figura 10 se puede observar como varian los flujos en ambos escenarios. En
neurona saludable + cafeina se presentan flujos de -250 a 250 pM-h, por el contrario, en
neurona Parkinson + cafeina se presentan flujos de -300 a 300 pM-h™. En el Anexo 2, se
puede observar la distribucion de flujos de los modelos saludable + cafeina y Parkinson +
cafeina de una manera mas detallada. Esta variacién de flujos en el modelo de Parkinson
+ cafeina, podria indicar que la entrada de cafeina al sistema aumenta los flujos de las
reacciones del modelo de neurona Parkinson, con este aumento, se podria deducir que
aument6 el conjunto de reacciones que participaron de la solucion en el modelo de

neurona dopaminérgica, y como resultado a esto se observa mayor flujo en este
escenario.
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Figura 11. Numero de reacciones que participan de la solucién en el modelo de neurona

dopaminérgica para neurona saludable + cafeina y neurona Parkinson + cafeina.

La figura 11 muestra el nUmero de reacciones que participan en la solucién del modelo
computacional, obteniendo como resultado que en neurona saludable + cafeina de un
total de 2015 reacciones, 1402 reacciones participan en la solucién del modelo, y para
neurona Parkinson + cafeina, participan 1210 reacciones, es decir, 192 reacciones de
diferencia entre las dos simulaciones, valor mucho mayor al obtenido para los modelos
negativos para cafeina. Resultados que estan totalmente ligados a las variaciones de
flujos observados anteriormente en la figura 10, y que se comportan de manera opuesta a
los modelos negativos para cafeina en los que existe una correlacion positiva entre el
namero de reacciones y el rango de flujos, ya que en el caso de los positivos para
cafeina, se encontr6 que en el caso de célula saludable + cafeina a mayor niumero de
reacciones que participen en la solucion del modelo [1402 reacciones], se presenta un
menor valor de flujo en el fenotipo metabdlico [-250 a 250 uM-h-1] y en el caso de célula
Parkinson + cafeina a menor numero de reacciones que participen en la solucion [1210
reacciones], existe un mayor valor de flujo en el fenotipo metabdlico [-300 a 300 puM-h-1],
mostrando una correlacion negativa . Cabe resaltar, que el numero de reacciones que

estuvieron involucradas en la solucion para los modelos de saludable + cafeina y
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Parkinson + cafeina, corresponden al nimero de reacciones méas alto y mas bajo,
respectivamente, de las 4 simulaciones realizadas..

4.2.2 Rangos de flujos minimos y maximos para las
reacciones

Con el fin de encontrar el rango de flujo minimo y maximo para cada una de las
reacciones en los modelos de neurona saludable + cafeina y neurona Parkinson +
cafeina, se llevé a cabo un FVA, el cual fue comparado con los rangos de flujos minimos y
méaximos encontrados en los modelos de neurona saludable y neurona Parkinson, con el

fin de observar la variacion en los rangos de estos flujos cuando hay entrada de cafeina al
sistema.
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Figura 12. Andlisis de Variabilidad de Flujo de los modelos saludable + cafeina'y
Parkinson + cafeina.

En la figura 12 se puede observar como varian los flujos de las reacciones en relacion a
los dos modelos de neurona saludable + cafeina y neurona Parkinson + cafeina. En el
modelo de neurona saludable + cafeina se observa que los flujos varian entre -400 a 400
uM-ht, al igual que en el modelo de neurona Parkinson + cafeina. Esto podria indicar que
al contrario de lo encontrado en neurona Parkinson, la entrada de cafeina al sistema no

influye en la variacion de flujos minimos y maximos del modelo Parkinson + cafeina, es
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decir, no influye en el rango en el que pueden llevarse a cabo cualquiera de las

reacciones que componen el sistema.

En las tablas 5 y 6 se pueden observar diferentes rangos de flujos minimos y maximos
para 27 reacciones elegidas, ya que son de gran importancia metabdlica y debido a que
varios de estos compuestos pertenecen a aminoacidos esenciales y no esenciales para el
mantenimiento celular de la neurona, ademas de compuestos necesarios como O, CO,y
H,0, y las reacciones de transporte de dopamina para los modelos de neurona saludable

+ cafeina y neurona Parkinson + cafeina.

Tabla 5. Lower Bound y Upper Bound de reacciones de importancia metabdlica en el

modelo de neurona saludable + cafeina.

ID Reaccion LB UB ID Reaccion LB UB
CO2t -26.47 26.47 EX his_L(e) -13.32 -0.0025
DOPAt4 2 r -52.68 52.68 EX ile_L(e) -1 -0.0058
DOPAtu -26.76 26.76 EX lac_L(e) -1 13.16
EX ala_L(e) -1 13.16 EX leu_L(e) -1 -0.010
EX arg_L(e) -1 -0.0068 | EX lys_L(e) -0.010 -0.010
EX asn_L(e) -1 -0.0052 |EX _met L(e) -0.0024 -0.0024
EX asp_L(e) -1 0 EX 02(e) -1.23 -1.193
EX co2(e) 1.193 1.23 EX phe L(e) -0.013 -0.0039
EX cys_L(e) -145.71 0 EX pro_L(e) -1 4.40
EX dopa(e) 0 0 EX ser L(e) -1 13.16
EX glc(e) -0.16 6.01 EX thr_L(e) -1 -0.0069
EX_gin_L(e) -1 12.26 EX trp_L(e) -0.00079 -0.00079
EX_h2o(e) -26.98 86.18 EX tyr L(e) -0.0041 0.0089
EX val L(e) -1 -0.0075
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Tabla 6. Lower Bound y Upper Bound de reacciones de importancia metabdlica en el

modelo de neurona Parkinson + cafeina.

ID Reaccion LB UB ID Reaccion LB UB
CO2t -26.364 4.65 EX_his_L(e) -9.52 0
DOPAi4 2 r -15.13 0 EX ile_L(e) -1 -2.5e-28
DOPAtu -33.67 0 EX lac_L(e) -1 0
EX ala_L(e) -1 3.61 EX leu_L(e) -1 0
EX arg_L(e) -1 0.37 EX_lys_L(e) -0.010 11.86
EX asn_L(e) -1 26.36 EX_met L(e) -0.0024 2.0e-27
EX asp_L(e) -1 2.66 EX 02(e) -1.23 0
EX co2(e) 1.19 10.05 |EX phe_L(e) -0.013 -0.0001
EX cys L(e) -160.47 7.55 EX pro_L(e) -1 0
EX _dopa(e) 0 19.29 EX_ser_L(e) -1 1.3e-14
EX glc(e) -0.16 -0.0018 | EX thr_L(e) -1 4.60
EX gin_L(e) -1 0 EX trp_L(e) -0.00079 -0.0022
EX_h2o(e) -26.66 0.99 EX tyr L(e) -0.0041 -0.0020
EX val L(e) -1 2.01

4.3 Efecto metabdlico de la cafeina

A partir de cada simulacién realizada, se obtuvo un fenotipo metabdlico diferente para

cada escenario, estos fueron comparados y se obtuvieron los siguientes resultados:

En cuanto a los fenotipos metabdlicos de la neurona saludable y saludable + cafeina
(Figura 13), se observaron cambios en los flujos de varias reacciones importantes a nivel

metabdlico.

En la figura 13, se puede observar como varian los flujos de las reacciones con el ingreso
de cafeina al sistema. La reaccién de transporte H,O (EX_h20(e)), que en escenario
saludable tiene un flujo de -6 uM-h™ y cuando hay cafeina su flujo aumenta a -8 pM-h™,
esto indica mayor entrada de agua al sistema en presencia de cafeina, y finalmente, con
respecto a los niveles de oxigeno no se presentaron cambios en ninguno de los dos
escenarios, ya que se mantuvo constante en (-1,19 puM-h* a -1,19 pM-h™), indicando

consumo de O,, como proceso normal de la respiracion.
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Figura 13. Cambios en reacciones de importancia metabdlica en los modelos saludable y

saludable + cafeina.

El cambio mas relevante en este fenotipo metabdlico es el aumento del flujo en la
reaccion DOPAt4_2_r referente al transporte de dopamina via sodio (DAT) (9,3 uM-h™ a
37,6 pM-h™), lo que es congruente con lo reportado por varios autores, quienes afirman
gue de acuerdo con el mecanismo de accién de los psicoestimulantes, como la cafeina,
estos son clasificados como bloqueadores de la recaptacion de dopamina o como
liberadores de la misma (Torres, 2003; Elliot, 2005), al estar esta reaccion directamente
ligada con el transportador activo de dopamina (DAT), nuestro modelo podria indicar que
la cafeina est4 ejerciendo un efecto positivo en la recaptacion de Dopamina
incrementando asi la concentracion de la misma en el espacio intracelular.

Adicionalmente, otros estudios plantean la hipétesis de que la cafeina al momento de
ingresar al organismo bloquea los receptores de adenosina, antagonizando los efectos de
la adenosina enddgena, y facilitando la neurotransmision dopaminérgica, liberando

dopamina y potenciando los efectos de la estimulacion del receptor dopaminérgico
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(Martinez & Rubio, 2002; Solinas et al., 2002; Volkow et al., 2015). Sin embargo, esta
hip6tesis no es validada con los resultados obtenidos en la presente investigacion debido
a que el modelo no contempla informacién referente a los receptores de adenosina.
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Figura 14. Cambios en reacciones de importancia metabélica en los modelos Parkinson y
Parkinson + cafeina. Reacciones con valores muy cercanos a cero (ej. EX_tyr L(e),
EX trp_L(e), EX phe_L(e), EX_met L(e), EX_lys_L(e)) aparecen sin barra en la grafica,
sin embargo, no significa sin embargo que no sean relevantes en los resultados ni en el

metabolismo de la neurona.

En el fenotipo metabdlico obtenido a partir de los modelos de neurona Parkinson y
neurona Parkinson + cafeina (Figura 14), la reaccion de transporte de CO2 (CO2t) tiene
un flujo de (26,36 puM-h™) para neurona Parkinson y (-26,36 pM-h™) para neurona
Parkinson + cafeina, lo que indica un flujo alto sin entrada de cafeina al sistema a
comparacion de lo observado con los escenarios de neurona saludable y saludable +

cafeina, lo que sugiere que, en Parkinson, con o entrada de cafeina al sistema, los niveles
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de transporte de CO, se ven afectados, debido a la gran disminucién presentada. Estos
resultados son de gran importancia ya que en EP se presenta un fendbmeno llamado
hipercapnia, en el que se presenta la elevacion anormal en la concentracion de dioxido de
carbono (CO2) en el organismo (Briva et al., 2010; Solomon & Collins, 2016), observando
que cuando entra cafeina al sistema estos niveles de CO, disminuyen, indicando que
probablemente la cafeina proteja al organismo de las altas concentraciones de CO, en el
organismo, que pueden desencadenar en acidosis cerebral, debido al aumento de
hidrogeniones que la hipocapnia causa, y que desencadena en deterioro del estado de
energia cerebral o dafio morfolégico celular irreversible (Rehncrona, 1985).

Todo lo contrario, ocurre con el H20 (EX_h2o(e)), que en escenario Parkinson tiene un
flujo de -14 uM-h-1 y cuando hay cafeina su flujo disminuye a -10 uM-h-1, y finalmente,
con respecto a los niveles de oxigeno no se presentaron cambios en ninguno de los dos
escenarios, ya que se mantuvo constante en (-1,19 pM-h™*a -1,19 uM-h™), al igual que en

los escenarios de saludable y saludable + cafeina.

En la figura 14 se observa que no se presentaron variaciones en el flujo de la reaccion
DOPAt4_2_r, referente al transporte via sodio de dopamina (-7,43 pM-h™ a -7,43 uM-h™),
y en la reaccion DOPAtu, referente al transporte de dopamina del medio citoplasmaético al
extracelular (33,6 uM-h™ a 33, 6 pM-h™), en el escenario de Parkinson y Parkinson +
cafeina. Sin embargo, en comparacion con el escenario saludable y saludable + cafeina,
se puede observar que entre estos escenarios existe una variacion de los flujos de estas
dos reacciones. DOPAt4 2 r (9,3 uM-h™* a 37,6 uM-h™"), DOPAtu (16 pM-h™ a -12 uM-h™).
En cuanto a los escenarios saludable [9,3 pM-h™] y Parkinson [-7,43 uM-h™], en la
reaccion DOPAt4_2 r hubo una pérdida de aproximadamente 80% de dopamina, y en
cuanto a los escenarios de saludable + cafeina [37,6 uM-h™] y Parkinson + cafeina [-7,43
uM-h™], hubo una pérdida de aproximadamente 20% de dopamina. En su conjunto, estos
resultados son congruentes con los resultados de algunos autores en la literatura en
donde se reporta que los sintomas de la EP no se desarrollan hasta que cerca del 80-85%

del contenido de dopamina se agota (Garcia, 2008; Wirdefeldt et al., 2011).

Los flujos de las reacciones EX_ala_L(e) (-1 uM-h™ a -1 pM-h™), EX_arg_L(e) (-1 pM-h™* a
-1 pM-h™h, EX_asn_L(e) (-1 pM-h* a -1 pM-h™Y), EX_gIn_L(e) (-1 uM-h* a -1 uM-h™),
EX_pro_L(e) (-1 pM-h* a -1 pM-h™), EX_ser_L(e) (-1 uM-h™* a -1 uM-h™), EX_val_L(e) (-1

uM-ht a -1 pM-h™), permanecieron constantes en neurona Parkinson y Parkinson +
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cafeina, lo que indica que la entrada de cafeina al sistema no tiene un efecto negativo en
estos aminoacidos. Hecho importante de destacar ya que estos aminoacidos componen

en un 35% la funcién objetivo de mantenimiento celular.

También se evallo la variacion de flujo de las reacciones de cafeina tanto para el modelo
saludable + cafeina como para el modelo Parkinson + cafeina. En la figura 12, se observa
que en la reaccion “Caffeine6”, que es la conversion de 1,7-dimetilxantina a 1,7-
dimetilmurato, hay un mayor valor de flujo (22 pM-h™* a 21,3 uM-h™") para el modelo de
neurona saludable + cafeina, todo lo contrario, para la reaccion “Caffeine3”, que es la
conversion de 1,7-dimetilxantina a 1,7-dimetilmurato en presencia de O, y H,O, se
presentd un valor de flujo mayor (4,4 pM-h* a 5 uM-h") para el modelo de neurona
Parkinson mas cafeina.

[ Saludable + Cafeina
[T Parkinson + Cafeina

Caffeinel3

Caffeinel2

Caffeinell

Caffeinel0

Reaccion

Caffeine8

Caffeine6

Caffeinebs

Caffeine3

-30 -20 -10 0 10 20 30
Flujo (uM-h™)

Figura 15. Variaciones de flujo en las reacciones de cafeina tanto para el modelo
saludable + cafeina como para el modelo Parkinson + cafeina.

Cabe resaltar que la figura 15 no muestra informacién de flujos de las reacciones

Caffeinel, Caffeine2, Caffeine4, Caffeine7 y Caffeine9, debido a que obtuvieron flujos
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muy cercanos a cero (0 pM-h™* a -3e-28 pM-h™). Sin embargo, esto no significa que no
sean reacciones relevantes, ya que estas reacciones estan involucradas en la entrada de
cafeina del medio extracelular (Caffeinel), la entrada de cafeina del medio extracelular al
medio citoplasmatico (Caffeine2), la conversion de 1l-metilxantina a acido 1-metilarico
(Caffeined), la conversion de cafeina a 1,7-dimetilxantina (Caffeine?7) y la conversion de

acido 1-metilUrico en urato.

Finalmente y con el fin de observar diferencias o semejanzas en el fenotipo metabdlico
encontrado en la neurona saludable y la neurona Parkinson mas cafeina (Figura 16), se
compararon los flujos de las reacciones de importancia metabdlica y asi poder visualizar
la presencia o ausencia de un efecto neuroprotector de la cafeina en la EP. Esto debido a
qgue la neurona saludable es el control negativo de los experimentos y la neurona

Parkinson + cafeina es el control positivo

I Saludable
I Parkinson + Cafeina

EX val L(e)
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EX _ser_L(e)
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EX_h2o(e)
EX _gIn_L(e)
EX glc(e)
EX_cys_L(e)
EX_co2(e)
EX _asp_L(e)
EX_asn_L(e)
EX arg_L(e)
EX_ala_L(e)
DOPAtu
DOPAt4 2 r
Co2t

Reacciéon

-30 -20 -10 0 10 20 30

Flujo (MMgDW-h™)

57



Figura 16. Cambios en reacciones de importancia metabdlica en los modelos saludable y

Parkinson + cafeina.

En la figura 16 se puede evidenciar, que entre ambas simulaciones se comparten flujos
especificos, sin presentar diferencia alguna, es decir, para la reaccion CO2t tiene un flujo
de -26.471 pM-h™ tanto para la neurona saludable como para la neurona Parkinson +
cafeina, al igual que para las reacciones de EX ala_L(e), EX_arg_L(e), EX _gin_L(e),
EX_thr_L(e), EX_ser_L(e) y EX_pro_L(e), quienes tienen un flujo de -1 uM-h* y la
reaccion EX_o2(e), quien tienen un flujo de -1.193 pM-h™* en ambas simulaciones.

Esto quiere decir, que es probable observar el efecto neuroprotector de la cafeina en la
EP, ya que el fenotipo metabdlico encontrado en la neurona Parkinson + cafeina no difiere
a grandes rasgos de la neurona saludable. Afirmando las hipo6tesis descritas por varios
autores, quienes plantean que el consumo prolongado de dosis moderadas de cafeina
disminuye el riesgo de padecer la EP (Ross et al., 2000; Ascherio et al., 2001; Hernan et
al., 2002; Ascherio et al., 2003; Ascherio et al., 2004; Hue et al., 2007; Saaksjarvi et al.,
2008).

4.3.1 Influencia de las reacciones sobre la funcidn
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Figura 17. Andlisis de robustez entre la funcién objetivo de mantenimiento celular y

cafeina en el modelo de neurona Parkinson + cafeina.

Con el fin de predecir el comportamiento de la célula dopaminérgica frente a un escenario
de cambio de concentracion de cafeina en el sistema, se realiz6 un andlisis de robustez
manteniendo la funcion objetivo principal del modelo (mantenimiento celular), para
observar su alteracion con la entrada de cafeina. En la figura 17 se observa que al inicio
de la simulacién se encuentran ambas variables en el flujo minimo, pero luego a medida
que la cafeina aumenta el flujo, la funcién objetivo de mantenimiento celular no se ve
afectada, ni varia. Esto podria indicar que en términos generales la cafeina no tiene un
efecto significativo en el mantenimiento celular de la neurona. Ya que, a pesar de la
variacion en los flujos de los metabolitos esenciales que componen la funcién objetivo,
estos no se dejan de producir incluso cuando hay presencia de cafeina, por lo que la

neurona no se ve afectada de manera negativa con la presencia de esta sustancia.

Adicionalmente, se realizé un analisis de robustez teniendo como funcién objetivo la
entrada de tirosina extracelular (EX_tyr_L(e)), para observar la alteracion de los niveles de
tirosina con la entrada de cafeina al sistema. Lo que se puede observar en la figura 18, es
que al inicio de la simulacién se encuentra en el flujo minimo la variable de cafeina, pero
luego a medida que la cafeina aumenta el flujo, la funcién objetivo de tirosina extracelular
alcanza al inicio de la simulacion su flujo maximo de 0.0132 pM-h™ y luego permanece

constante mientras la cafeina aumenta su flujo hasta 1.1e-28 uM-h™.
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Figura 18. Andlisis de robustez entre la entrada de tirosina extracelular y cafeina en el

modelo de neurona Parkinson + cafeina.

Esto podria indicar, al igual que la anterior simulacién que los niveles de tirosina
extracelular no se ven afectados por la entrada de cafeina al sistema, aunque algunos
autores han encontrado que la cafeina puede incrementar los niveles de tirosina y por
ende los niveles de dopamina en el cerebro (Tanaka & Nakazawa, 1990), en esta
simulacién no se observa esta variacion, tal vez debido a que la disponibilidad de tirosina
extracelular esta mediada mas por la dieta (Matthews , 2007; Young, 2007), asi como por
las caracteristicas de la microbiota intestinal (Blaut & Clavel, 2007; Davila et al., 2013),

variables que no son tenidas en cuenta en el modelo desarrollado.

4.4 I|dentificaciobn de mecanismos moleculares de

neuroproteccion

De acuerdo a los resultados obtenidos anteriormente, se puede inferir que es probable
que la cafeina proteja a la neurona de la pérdida de metabolitos esenciales para su
funcionamiento y subsistencia. Esto quiere decir, que a pesar de que se presentan
variaciones en aminoacidos importantes para el mantenimiento celular de la neurona, esta

no se ve afectada en ninguna simulacion, incluso con la entrada de cafeina al sistema, es
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decir, que a pesar de que la neurona presente enfermedad de Parkinson, no hay perdida
de funciones vitales para la neurona que desencadenen en procesos apoptoéticos.

Adicionalmente, se ha reportado un efecto neuroprotector de la cafeina en cuanto a la
pérdida de dopamina y al aumento de tirosina extracelular, las simulaciones realizadas en
este trabajo no muestran evidencias de aumento de tirosina extracelular, pero si evidencia
aumento en el transporte via sodio de dopamina en la simulacion saludable + cafeina 'y en
el transporte del medio extracelular al medio citoplasmatico, en la simulacién de Parkinson
+ cafeina. Aunque se presentaron pérdidas en los niveles de dopamina, estos se
atribuyen a la simulacién de la enfermedad y no a la entrada de cafeina al sistema. Por lo
tanto, esto quiere decir, que las simulaciones llevadas a cabo en este trabajo apoyan las
hipotesis del efecto neuroprotector de la cafeina frente a la enfermedad de Parkinson, ya
que, aunque se presenten pérdidas de dopamina, esta no se pierde por completo en el

sistema y por el contrario cuando hay cafeina, los niveles de dopamina aumentan.
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5. Conclusiones

Se obtuvo un modelo de neurona dopaminérgica con un total de 2015 reacciones, 1474
metabolitos y 943 genes asociados. El modelo computacional adicionalmente cuenta con
8 compartimentos, dentro de los cuales se encuentran citoplasma [c], mitocondria [m],
extracelular [e], lisosoma [l], nuclear [n], reticulo endoplasmatico [r], aparato de Golgi [g] ¥

peroxisoma [p].

En total 13 reacciones de metabolismo de cafeina, fueron incluidas en el modelo
computacional, dentro de las cuales se encuentran reacciones de transporte Caffeinel y
Caffeine2, reacciones que van a vias metabdlicas de las Xantinas, como Caffeine3,
Caffeined, Caffeine5, Caffeine6, Caffeine7, Caffeine8, Caffeinel2 y Caffeinel3d. Y
finalmente, reacciones pertenecientes a las vias del acido Urico, como Caffeine9,
Caffeinel0 y Caffeinell.

Respecto a la simulacion de neurona saludable y neurona saludable + cafeina, se obtuvo
que el cambio mas relevante fue el aumento del flujo en la reaccion DOPAt4 2 r (9,3
uM-h™* a 37,6 uM-h™), un flujo cercano a cero para las reacciones de EX_tyr L(e),
EX trp_L(e), EX phe_L(e), EX met L(e), EX lys L(e). Un flujo constante para la
reaccion EX_o2(e) (-1,19 pM-h™* a -1,19 uM-h™), una disminucion del flujo en la reaccion
CO2t (-26,3 uM-h™ a 16 pM-h™) y un aumento en la reaccién EX_h2o(e) (-6 pM-h™ a -8
uUM-h™).

Respecto a la simulacion de neurona Parkinson y Parkinson + cafeina se obtuvo una
disminucién de la reaccion EX_h2o(e) (-14 uM-h™* a -10 pM-h™), flujo constante para la
reaccion EX_o2(e) (-1,19 pM-h™*a -1,19 pM-h™), se presentaron variaciones en el flujo de
la reaccion DOPAt4 2 r (-7,43 pM-h™ a -7,43 pM-h") y en la reaccion DOPAtu
(33,6 uM-h™ a 33, 6 uM-h™), con respecto a la simulacién de neurona saludable y neurona
saludable + cafeina. Y Finalmente, flujos constantes para las reacciones EX_ala_L(e) (-1
uM:-ht a -1 uM-h™), EX_arg_L(e) (-1 uM-h™* a -1 pM-h™), EX_asn_L(e) (-1 uM-h* a -1
uM-h™?), EX_gin_L(e) (-1 uM-h* a -1 uM-h"), EX_pro_L(e) (-1 pM-h* a -1 pM-h?),
EX_ser_L(e) (-1 pM-h*a -1 pM-h™), EX_val_L(e) (-1 pM-h™a -1 uM-h™).
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La cafeina no muestra efectos negativos en el mantenimiento celular de la neurona, y por
ende no hay ni muerte celular, ni deficiencia en su metabolismo, por lo que la neurona no

se ve afectada de manera negativa con la presencia de esta sustancia.

Los niveles de tirosina extracelular no se ven afectados por la entrada de cafeina al
sistema, debido probablemente a los bajos niveles de tirosina en el sistema debido a la
pérdida de dopamina, resultante de la simulacién de la enfermedad de Parkinson, asi
como a las caracteristicas del modelo, en el cual la dieta y/o la microbiota intestinal no son

tenidas en cuenta como fuente de tirosina extracelular.

Se infiere que la cafeina protege a la neurona de la pérdida de produccion y liberacion de
metabolitos esenciales para su funcionamiento y subsistencia, a pesar de que la neurona
presente enfermedad de Parkinson, no hay perdida de funciones vitales para la neurona

que desencadenen en procesos apoptoticos.

Las simulaciones realizadas en este trabajo no muestran evidencias de aumento de
tirosina extracelular, al contrario, evidencia aumento en el transporte via sodio de
dopamina en la simulacion saludable + cafeina y en el transporte del medio extracelular al

medio citoplasmatico, en la simulacién de Parkinson + cafeina.
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6. Recomendaciones

Se recomienda realizar los ensayos experimentales pertinentes para la validacion del

modelo computacional.
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/. Anexos

ANEXO 1. Distribucion de flujos de los modelos neurona saludable y neurona Parkinson.
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Flujo (pM-h-1)

Flujo (uM-h-1)

ANEXO 2. Distribucion de flujos de los modelos saludable + cafeina y Parkinson +
cafeina.
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Reaccion

ANEXO 3. Flujos control de los modelos saludable y Parkinson.
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ANEXO 4. Efecto a nivel metabdlico de la cafeina en los modelos saludable + cafeina 'y
Parkinson + cafeina.
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