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1. RESUMEN DEL PROYECTO

Debido a la importancia del acido citrico a nivel industrial se han realizado un gran
namero de avances para dilucidar el mecanismo por el cual Aspergillusniger
acumula una mayor cantidad de éste compuesto,comparado con otras especies
(Papagianni, 2007). Hasta la fecha se han reportado numerosos articulos que
buscan aumentar la tasa de acumulacion de &cido citrico en la especie
mencionada, ya sea por via experimental o a través de modelos mateméticos y de
simulacion.

Los avances en tecnologia del ADN recombinante y técnicas de biologia molecular
permiten llevar a cabo modificaciones y alteraciones especificas que cambien el
metabolismo de un organismo en particular, sin embargo, debido a la complejidad
del mismo, se debe contar con un estudio que determine los genesque deben ser
modificados (Sthephanopoulos, Aristidou, & Nielsen, 1998).

En este trabajo se emple6Dinamica de Sistemas, uno de los tres mayores
paradigmas en simulacion (Borshchev & Filippov, 2004), para estudiar los
procesos metabdlicos implicados en la produccion de acido citrico, entre ellos el
ciclo de Krebs en A. niger, con el fin de mejorar la acumulacion de éste &cido.
Para su construccion se siguié el proceso de modelamiento presentado por
Sterman (2000).

Con el modelo de simulacion se identifico6 que la principal restriccion para
aumentar la acumulacion de acido citricocorresponde a la baja concentracion en la
que se encuentra el oxaloacetato, uno de los dos sustratos empleados en su
sintesis. Por tal razén los procesos que llevan a la produccién de oxaloacetato,
limitan la capacidad con la que se genera acido citrico en el sistema, por lo que se
consideran recursoscuellos de botella.

Por otro lado,se observo que los procesos bioquimicos que ocurren en el ciclo de
Krebs no llevan a una mejora en la produccion de acido citrico, para lograrlo se
deben modificar los transportadores simporte proton/citrato, antiporte
citrato/malato y la enzima piruvatocarboxilasa. Sin embargo, es necesario que
ocurra un bloqueo en dicho ciclopara que se dé el proceso de acumulacion de
acido citrico.

Finalmente se encontré que la enzima piruvatocarboxilasa, la cual cataliza la
formacion de oxaloacetato, y el transportadorantiporte citrato/malato pueden, en
conjunto, aumentar la cantidad de citrato citosélico en un 11,5 % en relacién al
estado inicial, bajo las mismas condiciones de acumulacion.



2. PROBLEMA DE INVESTIGACION

Los métodos tradicionales de mejora sobre las cepas empleadas en la produccion
de acido citrico, considerados métodos aleatorios (Sthephanopoulos et al., 1998),
no permiten identificar cuales son los cambios en el metabolismo que llevan a una
mayor produccion de acido citrico en el hongo A. niger.

Con el fin de mejorar la produccion de acido citrico en éste organismo, se busca
construir un modelo de simulacién, con Dinamica de Sistemas, para brindar a la
industria una herramienta que permita determinar las reacciones bioquimicas que
logren éste proposito. Esto conducird a la identificacion de blancos para que a
través de técnicas de biologia molecular, tecnologia de ADN recombinante e
ingenieria de proteinas, se induzca una mayor produccion.

3. JUSTIFICACION

El acido citrico (acido 2-hidroxi-1,2,3-propanotricarboxilico) es el &cido organico de
mayor produccion en tonelaje a nivel mundial (Socco et al., 2006), siendo usado
ampliamente en la medicina, la industria alimenticia, la industria farmacéutica,
entre otras; es conocido también por ser un aditivo alimenticio universal (Karaffa &
Kubicek, 2003). Su importancia se debe principalmente a tres propiedades: acidez,
sabor y la formacion de diferentes sales metélicas (Kristiansen, Mattey, & Linden,
2002). En el 2009 la produccion de acido citrico fue de 1'500.000 toneladas a un
precio de 0.80 €/Kg (Grunwald, 2009).

Para impulsar el desarrollo del sector industrial encargado de la produccion de
acido citrico, que cuenta con un amplio mercado a nivel mundial, se propone
desarrollar una herramienta para mejorar la productividad del proceso.

Tradicionalmente, las mejoras en este campo se han logrado empleando agentes
mutagénicos y técnicas de seleccion que identifican cepas superiores para un
objetivo buscado. Sin embargo, a pesar del éxito de estas técnicas, los perfiles
genéticos y metabodlicos de cepas mutantes estan pobremente caracterizados,
siendo aun un método aleatorio (Sthephanopoulos et al., 1998). Con la
construccion de un modelo y su simulacion, se podra establecer un perfil
metabdlico que lleve a la mejora en la acumulacion de &cido citrico por A. niger.



Al abordar el problema desde una perspectiva diferente, y al contar con
informacion sobre el comportamiento metabodlico del organismo A. niger, se
esperara aportaren la comprensiondel mecanismo que lleva a la acumulacion de
acido citrico en el organismo mencionado, el cual, hasta la fecha, no esta
completamente dilucidado.

4. MARCO TEORICO

Actualmente la principal forma de obtener &cido citrico (AC) es a través del uso de
microorganismos, principalmente el Aspergillus niger, sin embargo esto no
siempre fue asi (Soccol et al., 2006). Inicialmente se producia a partir del jugo de
limén, pero debido a diferentes factores econdmicos y politicos se hizo necesario
otro medio para su obtencién. Se abordd la opcién de realizar sintesis organica,
para la producciéon de AC, principalmente a partir de 1,3-dicloro-2-propanona o de
glicerol, sin embargo el producto tenia un menor precio que las materias primas
(Kristiansen et al., 2002).

El primer reporte de sintesis de AC por microorganismos fue observado por
Wehmer en 1893 en un cultivo de Penicilliumglacum (Socco et al., 2006), lo que
llevo a posteriores estudios, donde se encontraron diferentes organismos con la
capacidad de acumular AC. De todas los organismos, se encontré que A. niger
presentaba el mayor rendimiento, mayor facilidad de manejo y ademas la habilidad
de emplear diferentes fuentes de carbono (Soccol et al., 2006).

El AC es un acido orgéanico (figura 1.a)formado principalmente durante el ciclo de
Krebs (figura 1.b), presente en practicamente todos los organismos animales y
vegetales. De forma general el ciclo de Krebs es una serie de ocho reacciones
quimicas que llevan a la formacion de moléculas con alto potencial de reduccién, a
partir de moléculas carbonadas. Es la via final para la oxidacion completa de las
moléculas organicas, ya sean carbohidratos, lipidos o aminoéacidos. (Stryer et al.,
2008; Bruice, 2008). Se considera que es el eje central del metabolismo celular,
porque adicionalmente es una fuente de moléculas organicas precursoras en otros
procesos biosintéticos como aminoacidos, nucleétidos y porfirinas. Por lo anterior
se considera una via anfibdlica, pues cumple funciones catabdlicas y anabdlicas
(Stryer et al., 2008).

A pesar de estar descrito el funcionamiento y los puntos de control del ciclo de
Krebs para organismos eucariotas, su comportamiento, distribucion espacial de
enzimas y regulacion, presentan diferencias en A. niger, las cuales deben ser



estudiadas para hacer una correcta simulacion del ciclo. Mas adelante, en el
estado del arte, se resume tal informacion. A continuacion se presentan conceptos
gue permitan explicar la razon de la metodologia de simulacién empleada.

4.1 Dinamica de Sistemas

Para empezar, un modelo es una abstraccidn hecha de un sistema del mundo
real, con la que se pretende obtener predicciones y formular estrategias de control,
al igual que entender como diferentes factores influyen en éste (Rubinstein &
Melamed, 1998). Los modelos deben ser realistas y simplistas, siendo capaces de
integrar los aspectos mas importantes del mundo, sin llegar a ser complejos al
sobrecargarse con detalles que harian mas dificil la solucion e interpretacion de
los mismos (Lema & Roca, 2005).
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Figura 1. (A) Molécula de acido citrico. (B) Ciclo de Krebs.

Otro concepto es simulacion, que se refiere a la evaluacién del modelo construido
en cada diferencial o intervalo de tiempo, sea continuo o discreto. En otras
palabras se puede predecir el futuro del sistema dadas las condiciones iniciales. A
través de las reglas de comportamiento definidas en el modelo se puede (i)
entender el comportamiento del sistema, (i) usar el modelo para hacer



experimentos de simulaciones cambiando las condiciones evaluadas e identificar
las variables mas importantes, lo que permite (iii) optimizar del modelo antes de
llevarlo a una implementacion en el mundo real (Lema & Roca, 2005).

Uno de los tres mayores paradigmas en simulacion es la dinamica de sistemaso
SD, por sus siglas en ingles (Borshchev & Filippov, 2004).Forrester (1958), su
creador, la define como “el estudio de la retroalimentacién de la informacién
caracteristica de la actividad industrial para mostrar como la organizacion
estructural, politicas y demoras en los tiempos, interactian para determinar el
destino de la empresa”. Sin embargo SD también se ha empleado para modelar y
simular diferentes sistemas biolégicos (Hannon & Ruth, 1997).

Simular con SD implica abordar los problemas desde una perspectiva sistémica, lo
opuesto a lo que Morecroft (2007) define como pensamientoorientado a eventos.
Este ultimo se identifica cuando se abordan los problemas o eventualidadescon
una accién correctiva, sin tener en cuenta lo que pueda desencadenar, es una
vision lineal problema-solucion, una vision miope de la realidad (Morecroft, 2007).
Para modelar por SD debe haber un “cambio en la mentalidad” (shift of mind)
(Senge P. , 1997), entender la dinamica a través de un enfoque diferente,
entendiendo todo el sistema y no solo las partes, donde las “eventualidades” que
surgen son realmente el resultado de decisiones y acciones acumulativas y no del
azar.

CAUSA EFECTO CAUSA EFECTO

(A) (B)
Figura2. (A) Relacion causa efecto polaridad positiva, (B) Relacién causa efecto polaridad negativa

El lenguaje del pensamiento sistémico son los ciclos de realimentacién formados
por relaciones causa-efecto (representados con una flecha) entre las variables,
formando relaciones circulares (Senge P. , 1997). Dada una relacion causa-efecto
entre la variable 1 (x;) sobre la variable 2 (x7), ésta solo puede ser de 2 tipos: si un
aumento (disminucion) sobre x; lleva a un aumento (disminucién) sobre x, hay
una polaridad positiva (+), ver figura 2.A. Si ocurre lo contrario, es decir, un
aumento (disminucidén) sobre x; lleva a una disminucion (aumento) sobre x, hay
una polaridad negativa (-), ver figura 2.B(Sterman, 2000).Formalmente la polaridad
se representa por el signo de la derivada parcial de la variable causa (x;) respecto
a la variable efecto (x):

] ] dx1
Polaridad = Signo [@



Donde la instruccién “Signo” retorna +1 si la derivada es positiva 0 -1 si es
negativa (Sterman, 2000)

N L)

Xl e X3 1o
+\\ :// +\
X4 - X4 1
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Figura 3. (A) Ciclo de balance, (B) ciclo de refuerzo.

A partir de la relacion establecida entre las variables del sistema estudiado, se
construyen ciclos de realimentacion, los cuales pueden presentar 2 y solo 2 tipos
de comportamientos, de balance y de refuerzo (Figura 3.A y 3.B,
respectivamente). Toda dinamica surge de las interacciones de estos 2 tipos de
ciclos de realimentacion (Sterman, 2000). Los primeros generan fuerza de
resistencia al crecimiento, manteniendo al sistema dentro del rango normal de
operacion. Estos surgen de actividades auto-correctivas y estan vinculados con la
busqueda de un obijetivo, del balance o equilibrio (Senge, 1997). Por otro lado, los
ciclos reforzadores corresponden a un crecimiento exponencial, que ocurre a un
paso acelerado y generan su propio crecimiento (Senge, 1997; Sterman, 2000).
Empleando la notacidbn mencionada y el pensamiento sistémico, se genera un
esquema que representa la dindmica del sistema-problema estudiado,
llamadodiagrama causal.

Un diagrama causal explica en palabras las relaciones y procesos de
realimentacion, sin embargo no se puede simular. Para ello se crea un modelo de
flujos y niveles, que permite, segun Senge (1997), darle vida al diagrama causal.
En este tipo de modelo existen principalmente dos (2) variables, como su nombre
lo indica, flujos y niveles. Los niveles son reservorioso contenedores, mientras que
los flujos son las Unicas variables que modifican los niveles (Senge P. , 1997). En
un entorno quimico un nivel se puede definir como los reactantes o productos,
mientras que, los flujos corresponden a la velocidad de la reaccion (Sterman,
2000). Formalmente se definen como:

t

Nivel(t) = J- [Flujosentraaa(s) — Flujossaiaa(s)lds — + Nivel(t,),
to

d(Nivel)

dt = Flujosentrada(t) - FlujOSSalida(t)-



Por ultimo, en Dinamica de Sistemas se buscan explicaciones enddgenas, lo cual
hace referencia a una explicacion en términos de interacciones de las variables
representadas en el modelo, a partir de la definicion de las leyes de interaccion
definidas.

Hasta ahora se mostraron los temas de forma acorde a los pasos para simular en
dindmica de sistemas, desde el cambio de mentalidad para abordar los problemas,
hasta la construccion del diagrama de flujos y niveles. “El arte del modelamiento
por dinamica de sistemas se representa con ciclos de realimentacion que, a través
de una estructura de flujos y niveles y relaciones no lineales, determina la
dinamica del sistema estudiado” (Sterman, 2000).

Las variables de flujo para el modelo bioldégico a simular corresponden a
ecuaciones de velocidad enzimatica, procesos de transporte y de difusion.

4.2 Cinética enzimética

El mecanismo mas simple para representar la catalisis enzimatica se presenta
como,

E+ S ES

k4 k

E+ P

Figura 4. Mecanismo de catalisis enzimatica

Donde E es la enzima libre, S el sustrato, ES el complejo enzima sustrato y P el
producto. La reaccién catalizada es S P, donde la enzima E nose consume y se
regenera después de la reaccion.

Vmax[Slo,

v, = ;
O [Slo+Ks

(1)

El primer modelo para la ecuacion de velocidad enzimética lo propuso Henri en
1903 y luego fue confirmado por Michaelis y Menten diez afios después (Segel,
1993). En este modelo se asume que la enzima, el sustrato y el complejo enzima
sustrato se encuentran en equilibrio termodinamico, es decir que la velocidad a la
que se disocia ES en E+S, es mucho mas rapido que la ruptura del complejo en
E+P(Segel, 1993), este supuesto se conoce como equilibrio rgpido. Adicional al
anterior, el modelo presenta los siguientes supuestos: (i) la concentracién de
sustrato es mucho mayor a la concentracion de enzima, la concentraciondel



complejo ES se mantiene constante; (ii) la formacién de producto esta limitada por
la ruptura del complejo ES vy (iii) solo se mide la velocidad en etapas tempranas de
la reaccion, luego la velocidad del proceso inverso es insignificante. EI mecanismo
y la correspondiente ecuaciéon de velocidad presentada por Michaelis y Menten, en
base al trabajo de Henri se presentan en la figura 1.

ki

ks

E+ S ES

E+P;

-1
Figura 5. Mecanismo propuesto por Henri-Michaelis-Menten.

Posteriormente Briggs y Haldane presentan una deduccion bajo el supuesto de
estado estacionario, el cual es mas robusto y general (Purich, 2010). Se obtiene
una ecuacion de la misma forma, sin embargo la ecuaciéon de velocidad inicial esta
en funcion de la constante de Michaelis (Kn) y no de la constante de disociacién
(ks) como lo presenta el modelo de Henri-Michaelis-Menten.

V. = Vmax[Slo .
0 [Slo+ Km’

(@)

Los estudios para determinar la velocidad inicial (v,) de una enzima estan
destinados a conocer mecanismos de reaccion, estructura del sitio activo, la
posible regulacién in vivo, parametros cinéticos y efecto de inhibidores que
permiten construir una ecuacion cinética acorde a un modelo propuesto que puede
ser verificado por datos experimentales (Segel, 1993; Purich, 2010). La
determinacion de la velocidad inicial se realiza en ausencia de producto o cuando
su concentracion es despreciable, permitiendo determinar la velocidad al momento
de comenzar la reaccion (v,), cuando [S]=[S], ¥ no en un tiempo t de iniciada la
reaccion (Levine, 2004). En la practica, se usan tiempos cortos despues de
iniciada la reaccion, donde la velocidad de la misma es lineal respecto a la
concentracion de sustrato.

4.3 Difusion

El proceso de difusion ocurre por el movimiento macroscépico de los componentes
de un sistema, generado por la diferencia de concentracion espacial. En este
modelo se asume que el movimiento de las moléculas de los componentes es al
azar, sin embargo la direccion de la difusién ocurre en mayor cantidad hacia la
region de menor concentracion, ocasionando un caudal neto. Finalmente, después



del movimiento ocasionado por la diferencia de concentraciones, se alcanza un
estado de equilibrio, donde la concentracidon es la misma en todo el sistema.

Experimentalmente se sabe que el flujo (caudal) es directamente proporcional al
gradiente de concentracion, y se relacionan a través del coeficiente de difusion.
Esto corresponde a la primera ley de Fick, la cual se escribe como:

_dnx _ g 4c
Jx = dc bA PO
Donde D (cm?/s) es el coeficiente de difusion, dC/dxes el cambio de la
concentracion respecto a la coordenada x y A es el plano donde ocurre la difusion
(cm?), el cual es perpendicular al eje x.

El metabolismo se define como las reacciones quimicas acopladas,
interconectadas y organizadas, que ocurren dentro de un sistema vivo para poder
cumplir sus funciones vitales, sintetizando diferentes compuestos quimicos y
formando redes altamente integradas y reguladas, que responden a sus
necesidades (Stryer et al.,, 2008). No son reacciones aisladas, ni se deben
estudiar individualmente, por el contrario se requiere un enfoque sistémico para
estudiar el metabolismo como sistemas de reacciones interdependientes
(Sthephanopoulos et al.,1998). De esta manera se propone construir un modelo de
simulacion del ciclo de Krebs en A. niger para encontrar las condiciones que lleven
a una mayor produccion de AC.

5. ESTADO DEL ARTE

Se presentan los avances hechos en relacion a la acumulacion de AC en A. niger,
tanto los resultados de ensayos experimentales como aquellos logrados por
modelos in silico®. Los hallazgos experimentales son de gran importancia para
éste proyecto, seran tomados en cuenta en la construccion del modelo y
permitiran evaluar alternativas no estudiadas hasta la fecha.

Entre los principales hallazgos experimentales, estala identificacion de los eventos
mas importantes que llevan a la acumulacién de AC en A. niger: (i) toma de
glucosa por difusion simple, (ii) flujo glicolitico ilimitado, (iii) desacople en re-
oxidacion de NADH produciendo menos ATP y disminuyendo el anabolismo
(LegiSa & Mattey, 2006). Respecto al primer tépico mencionado, se han reportado
transportadores de baja y alta afinidad para glucosa, sin embargo, se



determindéque su entrada al interior del organismo corresponde a un proceso
controlado Unicamente por difusién simple, ya que se obtuvo un comportamiento
lineal respecto a la concentracién de glucosa (LegiSa & Mattey, 2006).

Un descubrimiento importante fue realizado por Cleland y Johnson (1954),
afirmando que un rendimiento superior al 66% solo puede ocurrir cuando la
molécula de didxido de carbono liberada por la piruvato deshidrogenasa no se
pierde, siendo capturada por la piruvatocarboxilasa para sintetizar oxaloacetato.
Como ésta enzima se encuentra en el citosol, el oxaloacetato se reduce a malato
via malato deshidrogenasa, luego entra a la mitocondria por el transportador
antiportemalato/citrato. Al ingresar al ciclo de Krebs, se oxida en oxaloacetato
siendo sustrato de la citrato sintasa(Kubicek C. P., 1988). Por este motivo
procesos de excesiva aireacion a nivel industrial, pueden disminuir el rendimiento
(Papagianni, 2007).

En cuanto a la organizacion de las enzimas del ciclo de Krebs, se determind que la
actividad de la a-cetoglutarato deshidrogenasa (a-CGDH) es nula, generando un
bloqueo, lo que podria explicar parte del mecanismo de acumulacion de AC en A.
niger(Rohr & Kubicek, 1978). También se report6 la importancia entre la afinidad
del transportador de citrato hacia el citosol, ya que existe una competencia entre
éste transportador y la aconitasa, luegouna mejor afinidad implicaria un aumento
en la acumulacion de AC sin necesidad de haber un cuello de botella. (Torres et
al., 2000) (Karaffa & Kubicek, 2003). El hecho de que exista un bloqueo en el ciclo
de Krebs yquehayan cantidades de metabolitos después de éste, indica que su
formacion corresponde a la reversibilidad de los pasos posteriores al catalizado
por la a-CGDH (Réhr & Kubicek, 1978). También es un indicio de que todo el
fumarato y malato se produce a partir de oxaloacetato (Réhr & Kubicek, 1978).

Otra via a considerarse es la Pentosas fosfato en A. niger. En estado inicial de
crecimiento, ésta via esta mas activa que la glicélisis, pero luego al llegar a la fase
de acumulacién de AC ocurre lo contrario, la via de la glicélisis predomina. Este
intercambio comienza a las 24 horas de cultivado y se acelera después de 40-50
horas para A.niger(LegiSa & Mattey, 1986). Por otra parteClelandy Johnson
(1954), determinaron que en la fase de crecimiento la proporcion del flujo de
glicolisis frente al flujo de la via de PP es de 2:1, mientras que en la fase de
acumulacion de AC se llega a una proporcion de 4:1. Aunque los dos resultados
divergen al determinar la via predominante en la fase de crecimiento, coinciden al
afirmar que durante la fase de acumulacion de acido citricola glicdlisis es la via
metabdlica de mayor actividad.

Otro aspecto importante es la ubicacion, regulacion y actividad de la enzima ATP:
citrato oxalacetatoliasa (ATP citrato sintasa), la cual cataliza la conversiéon del
citrato citosadlico, en oxaloacetato. Esta reaccion produce acetil-CoA y requiere la
hidrolisis de una molécula de ATP.
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Esta reaccion es de importancia en la sintesis de lipidos, ya que es la principal
responsable de la sintesis de acetil-CoA (Pfitzner et al., 1987). Esta enzima esta
ligada fuertemente al estado energético del organismo y de la cantidad de acidos
grasos acil-coA presentes. Es inhibida por AMP y fuertemente por palmitol-CoA
(Pfitzner et al., 1987). Por otro lado, se reporta que el complejo 1 (NADH:
Ubiquinonaoxidoreductasa) no esta activo en la fase de acumulacién de AC,
oxidandose NADH por una via alterna, sin generar un gradiente de protones que
lleve a la sintesis de ATP en A.niger(Promper C, 1993; Wallrath, Schmidt, &
Weiss, 1991).

Durante la fase de acumulacion de acido citrico hay una baja tasa de sintesis de
lipidos, un proceso que demanda una alta cantidad de ATP, que es ocasionado
por la disminucion en la actividad del ciclo de Krebs, como por la presencia de una
via alterna para la oxidacion de NADH que no lleva a sintetizar ATP.

Paralelamente, se tienen avances a partir de la construccion de modelos in silico.
Un importante avance fue realizado por Torres et al. (2000), formulando un
sistema de ecuaciones diferenciales que surgen del balance de masas hecho
sobre los diferentes compuestos del ciclo de Krebs, a partir de esto se optimiza y
encuentran las condiciones que lleven a maximizar el AC, sin embargo, en el
estudio no se toma en cuenta el metabolismo de acidos grasos ni la via alterna
para la oxidacion de NADH. Por otro lado no se aborda el problema desde una
perspectiva sistémica, y no se puede observar la dinamica del sistema a partir del
modelo construido.

David et al. (2003) realiz6 un modelo del metabolismo del carbono empleando un
modelo de programacion lineal que predice el comportamiento metabdlico del A.
niger, sin embargo no buscaba una maximizacion del AC. También se reporta la
simulacién del ciclo de Krebs empleando DCA
(DynamicCellularAutomata)(Wishartet al., 2004), para ello se us6 un modelo
simplificado en términos de cinética enzimatica. De la simulacion del modelo se
obtiene una correspondencia parcial con datos experimentales, al igual que
predicciones razonables de cepas mutantes.

Con dinamica de sistemas se han simulado modelos biol6gicos y bioquimicos,
como por ejemplo el modelo presa-depredador de Lotka-Volterra y la cinética de
una reaccion enzimatica. Otros modelos tratados son: dinAmica de poblaciones,
seleccion natural, modelos de infeccion, deteccion del olor, crecimiento vegetal,
movimiento de poblacién de monos, entre otras (Hannon & Ruth, 1997).Abordar
problemas bioquimicos con dindmica de sistemas no es nuevo, sin embargo no se
ha reportado un modelo sobre el ciclo de Krebs, ni el mejoramiento de la
acumulacion de AC usando éste paradigma en la simulacion.
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6. OBJETIVOS

6.20bjetivo General.

Contribuir a la comprensién del mecanismo de acumulacién de acido citrico en el
hongoAspergillusniger al abordar el problema desde una perspectiva sistémica.

6.30bjetivo del Proyecto

Construir un modelo de simulacion por Dinamica de Sistemas para estudiar el
comportamiento del ciclo de Krebs en el hongoA.nigery encontrar las condiciones
gue lleven a una mayor produccién de acido citrico.

6.40bjetivos Especificos

e Identificar los principales eventos bioquimicos que intervienen en la
acumulacion de acido citrico dentro del ciclo de Krebs en A. niger.

e Construir el diagrama causal del problema estudiado y definir la hipétesis
dinamica.

e Elaborar el modelo de flujos y niveles a partir del diagrama causal que
describa la dinamica del ciclo de Krebs.

e Identificar los procesos de transporte y flujos metabdlicos mas importantes
en la acumulacion de acido citrico.

e Definir los parametros en losprocesos identificados que lleven a la mayor
acumulacion de acido citrico a partir del modelo de simulacién.
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7. SUPUESTOS

Se emplearan ecuaciones diferenciales de primer orden no lineales para
representar los cambios presentes en el sistema bioquimico. Al ser un
modelo deterministico no se puede representar diferentes fuentes de
variabilidad, como cambios de temperatura, cambios en el ambiente y
diferencia entre célulay célula.

Aunque A. niger es un organismo eucariota que presenta diferentes
organelos y compartimentos, se asume que los metabolitos e iones
presentes se distribuyen rapidamente, de forma tal que su concentracion es
uniforme.

Aunque in vivoel tamafio de la célula variapor el crecimiento, durante la
simulacién se asume un volumen constante.

La temperatura es constante durante el tiempo de simulacion, dada la alta
relacion superficie/volumen la energia de los procesos exotérmicos se
intercambia con el entorno rdpidamente, alcanzando el equilibrio térmico.
En toda la célula y los compartimentos se debe cumplir la
electroneutralidad. No se consideran cambios de pH.

La presion interna y externa estan en equilibrio. Equilibrio mecanico.

La variable correspondiente a la concentracion de AMP se define en funcién
de las concentraciones de ATP y ADP. La hidrolisis del ATP en AMP se
consideréequivalente a la hidrolisis del ATP en ADP.

La suma de las cantidades de ATP y ADP son constantes en todo momento
de la simulacién, no se considera el AMP Esto también se asume para las
cantidades de NADH y NAD", e igual para FAD y FADH..
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8. METODOLOGIA

8.1 Identificacion de procesos a considerar en el modelo de simulacién

Para la construccion del modelo de simulacion, en primer lugar se determinaron
los limites del sistema, se identificaron las variables que tienen importancia
entorno a la problematica estudiada (Sterman, 2000). A continuacion se
presentan las principales vias metabdlicas que tienen lugar en un organismo
eucariota y los argumentos para considerarla o no en el modelo de simulacién:

Ciclo de Krebs (Ciclo del acido citrico)

Via de las pentosas fosfato

Ciclo del glioxilato

Glicdlisis

Gluconeogénesis

Anabolismo y catabolismo de los aminoacidos

e Metabolismo de los acidos grasos

e Cadena de transporte de electrones y fosforilacién oxidativa

Ciclo de Krebs:el ciclo del acido citrico es el eje central del metabolismo celular
(Stryer, Berg, & Tymoczko, 2008). En condiciones aerobias, los carbohidratos
ingresan a esta via y son oxidados, siendo el primer paso la sintesis de citrato a
partir de oxaloacetato y acetil-CoA por la enzima citrato sintasa. Diferentes autores
explican el proceso de acumulacion de acido citrico a partir de sus estudios. Por
ejemplo Kubiceket al. (1978) concluyen que la acumulacion de acido citrico ocurre
por un bloqueo en el ciclo de Krebs en la reaccion catalizada enzimaticamente por
la a-cetoglutarato deshidrogenasa, mientras que Lockwood (1975) argumenta que
este proceso se da por una inhibicion de las enzimas isocitrato deshidrogenasa y
aconitasa.

Adicional a esto, han ocurrido otros hallazgos que pueden ayudar a comprender el
proceso de acumulacion de acido citrico. Maet al (1981) muestran que la
acumulacion de &acido citrico es precedido por una acumulacion de malato,
mientras que Ahmed et al (1972) afirman que todas las enzimas del ciclo se
encuentran presentes cuando ocurre la etapa de acumulacién.

Se reporta que el hongo A. niger presenta dos etapas de crecimiento, la primera
corresponde a un crecimiento y la segunda a una etapa de produccion de acido
citrico. Dado que existe evidencia de que las todas las enzimas del ciclo de Krebs
estan presentes durante la etapa de acumulacion de acido citrico y que a su vez,
diferentes autores explican este proceso en funcion de éstas enzimas, el ciclo de
Krebs seré considerado en el modelo de simulacion.
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Via de las pentosas fosfato: en estado inicial de crecimiento, ésta via esta mas
activa que la glicolisis, pero al llegar a la fase de acumulaciéon de AC ocurre lo
contrario, la via de la glicélisis predomina. Este intercambio comienza a las 24
horas de cultivado y se acelera después de 40-50 horas para A.niger(LegiSa &
Mattey, 1986). Por otra parte Cleland y Johnson (1954), determinaron que en la
fase de crecimiento la proporcién del flujo de glicélisis frente al flujo de la via de
PP es de 2:1, mientras que en la fase de acumulaciéon de AC se llega a una
proporcion de 4:1. Aunque los dos resultados divergen al determinar la via
predominante en la fase de crecimiento, coinciden al afirmar que durante la fase
de acumulacion de acido citrico la glicolisis es la via metabdlica de mayor
actividad.

La simulacion se realiza mientras el organismo se encuentra en la etapa de
acumulacion de AC, cuando la glicélisis predomina, y no durante la fase de
crecimiento. No se reporta que ésta via sea de alta importancia para el proceso de
acumulacion de AC, por lo que la via de las pentosas fosfato solo se considera
como un parametro que disminuye el flujo de la via de la glicdlisis.

Ciclo _del Glioxilato: este proceso tiene compuestos en comun con el ciclo de
Krebs, como el isocitrato, malato, oxalacetato y el citrato. Sin embargo, ocurre en
un lugar diferente a donde se lleva a cabo el ciclo de Krebs, en los glioxisomas
(Sthephanopoulos, Aristidou, & Nielsen, 1998).

Kubiceket al. (1988) han reportado que la enzima isocitratoliasa, no se encuentra
expresada durante la fase de acumulacion de &cido citrico, periodo a simular.
Adicional a esto se requiere informacion cinética de las enzimas y transportadores
involucrados que no se encuentra disponible, lo que dificulta la elaboracion del
modelo. Por lo anterior este ciclo metabdlico no se considera.

Glicdlisis y gluconeogénesis: la glicdlisis lleva a la formacion directa de piruvato, la
entrada principal de moléculas de carbono al ciclo de Krebs. La influencia de esta
via metabodlica sobre la acumulacion de acido citrico ha sido ampliamente
discutida y estudiada por Torres et al. (2000) a través de la formulacién de un
modelo matematico de ecuaciones diferenciales de primer orden. A partir del
modelo se concluye que deben modificarse siete de las diez enzimas que estan
presentes en esta via para lograr una mejora sobre la acumulacién de &acido
citrico.

La gluconeogénesis y la glicdlisis son procesos que no ocurren de forma
simultdnea, cuando una via se encuentra en funcionamiento se genera la
inhibicion de la otra (Stryer et al., 2008). Entre los requerimientos para generar un
proceso de acumulacion de acido citrico esta la formacion de un flujo de glicdlisis
casi ilimitado. La fosfofructoquinasa 1 (pfkl) es una enzima reguladora de la
glicdlisis, sin embargo en las condiciones de acumulacion de acido citrico esta se
ve afectada por diferentesefectores, que en conjunto generan un flujo no regulado
(Papagianni, 2007). Se sabe que la concentracion de citrato y ATP tienen un
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impacto negativo sobre la actividad de la pfk1l, mientras que el ion amonio (NH,")
tiene un efecto contrario; esto lo confirmé experimentalmentePapagianni (2007),
quien encontrd que la acumulacion de acido citrico ocurre cuando se alcanza una
concentracion determinada de amonio. No se encontré informacién sobre la
actividad o importancia de la gluconeogénesis en el proceso de acumulacion de
acido citrico. Por lo anterior se considera la glicélisis y no la gluconeogénesis en el
modelo de simulacién.

Metabolismo de los acidos grasos: respecto a esta via metabdlica, se reporta que
no presenta un flujo considerable durante la etapa de acumulacién de &cido citrico
(Torres et al., 2000). Sin embargo, dado que la oxiadacién de los acidos grasos
genera moléculas de acetil-CoA en la mitocondria, se espera que al ser
considerado en el modelo se pueda lograr una mejora significativa en el objetivo
buscado y del cual no se ha reportado algun estudio previo.

El producto de la oxidacion de los &cidos grasos al condensarse con el oxalacetato
es acido citrico, de tal forma que las reservas de acido graso y carbohidratos
serian empleadas en la formacién de &cido citrico, llevando probablemente a un
aumento en su produccion. Segun Pfitzneret al. (1987), el proceso es regulado por
la enzima ATP:citratoliasa, la cual ha sido caracterizada cinéticamente. Por lo
anterior este proceso sera considerado en forma de variables de Nivel y de Flujo
sujetas a las reglas de comportamiento definidas para el modelo, variables
enddgenas.

Fosforilacion Oxidativa y Cadena de Transporte de Electrones (CTE): este proceso
acopla la oxidacién de moléculas obtenidas en el ciclo de Krebs con alto potencial
de reduccién, NADH y FADH,, con la sintesis de ATP y la reduccidén de oxigeno
(Stryeret al., 2008). Los estudios realizados por Wallrathet al (1991) y Promperet al
(1993) convergen en presentar la actividad del complejo 1 (NADH
ubiquinonaoxidoreductasa) y la relacion NADH/NAD" como las principales causas
del proceso de acumulaciéon de acido citrico.

A partir de la informacion anterior se considera relevante estudiar en detalle el
ciclo de Krebs y su acople con la Forsforilacion Oxidativa como via final de
oxidacion de diferentes moléculas organicas. Este proceso sera considerado como
variables endbégenas del sistema.

Finalmente, a partir de los anteriores argumentos se presentan los procesos
metabdlicos considerados en el modelo de simulacién, de igual forma se
especifica si se toman como variables endégenas o exdégenas (Tabla 1).
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Tablal. Vias metabdlicas consideradas en el modelo de simulacion.

Variable(s) Variable No se
enddgena(s) exégena considera

\\\X\\\Mh\\\\\\‘a\\\\\\*
Via Pentosas Fosfato P

X NN
Metabolismo de aminodcidos :-k\\\\\ \H\\\\\H X
Metabolismo de los 4cidos grasos X \}X\\\\\Mk\\\\\\:
Glicdlisis h\\\\\\\\ X ‘x\\\\\\\
Gluconeogénesis m X \M
Cadena de transporte de electrones X WE\N
Sintesis de porfirinas \X\\\\\ HRN“ X
Ciclo del glioxilato :k\\\\\\ﬁm\\\\\mq~q~ X

Via metabodlica

Ciclo de Krebs

8.2 Descripcidn del sistema de estudio

Una vez identificados los eventos a considerar, el siguiente paso es estudiarlos y
encontrar la forma como se relacionan.

En las condiciones de acumulacion de acido citrico se emplean diferentes fuentes
de carbono (sacarosa, glucosa, manosa, fructosa, maltosa) (Papagianni, 2007),
estos carbohidratos entran a la via de la glicolisis, un proceso catabdlico. La
glicdlisis o via Embden-Meyerhof-Parnas, es una via metabdlica presente en la
mayoria de grupos de organismos, incluyendo los hongos filamentosos. En
general consta de 10 reacciones catalizadas enziméaticamente que ocurren en el
citoplasma de forma anaerobia o aerobia, las cuales convierten la glucosa
(molécula de 6 carbonos) en dos moléculas de piruvato, suministrando energia
libre para la produccion neta de dos moléculas de ATP (Waites, Morgan, Rockey,
& Higton, 2001). El ultimo compuesto de dicha via es el piruvato, el cual es un
punto de ramificacion (Branchpoint) (Melo & Cuamatzi, 2007).

Las tres enzimas claves para la regulacion de la glicolisis son la hexoquinasa,
fosfofructoquinasa y la piruvato quinasa. Sin embargo Ruijteret al (1996) encontrd
que el sobre expresar las dos ultimas enzimas mencionadas, bien de forma
independiente o combinada, no conducen a una mayor produccion de acido
citrico.
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Figura 6. Glicdlisis o viaEmbden-Meyerhof-Parnas (Fuente: http://medicaldictionary
.thefreedictionary.com/ /viewer.aspx?path=dorland&name=pathway Embden-Meyerhof.jpg)

Torres et al (2000) presenta un modelo de optimizacion lineal, donde concluye que
las enzimas que catalizan siete de las diez reacciones de la glicolisis, deben
aumentar su expresion de forma conjunta para llevar a un aumento considerable
de acido citrico. Como el anterior grupo de investigacion encontro el efecto de ésta
via metabdlica sobre la produccién de acido citrico, se toma la glicélisis como un
parametro del sistema, una variable exdgena. Dado que el objetivo general del
presente trabajo es contribuir a la comprension del mecanismo de acumulacion de
acido citrico desde una perspectiva sistémica, se busca aportar y complementar
los estudios realizados al proponer una explicacion en términos de las variables
endogenas del modelo a construir, mas no recrear los resultados obtenidos
previamente por Torres et al (1994) y Torres et al (2000).

Otro proceso metabdlico a considerar en el modelo es el ciclo de Krebs. En forma
general, es la via final de oxidacion para las moléculas organicas (aminoacidos,
acidos grasos y carbohidratos), lo que conduce a la formacién final de moléculas
reducidas (NADH y FADH,), dioxido de carbono e intermediarios para procesos
anabdlicos. Existe amplia informacién sobre la regulacion presente en el ciclo de
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Krebs para el hongo A. niger, a continuacion se presenta de forma resumida lo
reportado para cada enzima de este ciclo:

La enzima citrato sintasa es la encargada de catalizar la formacion de citrato a
partir de oxaloacetato y acetil-CoA. Se reporta que esta enzima sufre inhibicion
competitiva por parte de la coenzima, la cual es similar al sustrato origina de esta
enzima, acetil-CoA. También ocurre inhibicibn no competitiva del oxaloacetato, sin
embargo no parece tener un impacto importante sobre su actividad, la cual se
encuentra regulada por la disponibilidad de los sustratos (Kubicek, 1988). Esta
enzima mitocondrial presenta un mecanismo secuencial ordenado y no se reporta
que juegue un papel regulatorio en la acumulacion de &cido citrico (Punekar,
Vaidyanathan, & Appaji, 1984).

La aconitasa, enzima que cataliza la isomerizacion del &cido citrico y el isocitrato,
aunque se encuentra activa durante la fase de acumulacion de &acido citrico,
disminuye a medida que se aumenta la cantidad de éste acido organico. No se
reporta inhibicion (Szczodrak, 1981). Se concluye que la funcién de esta enzima
es catalizar el equilibrio entre el citrato y el isocitrato(Kubicek & Rohr, 1985).

Se encontraron dos tipos de isocitrato deshidrogenasa, la primera usa NAD*
(NAD*-IDH) vy la segunda NADP* (NADP*-IDH) como sustrato. La primera enzima
es muy labil y dificil de manejar, por eso se caracterizo a partir de la NAD'-IDH de
N. crassa ya que presenta un comportamiento similar (Kubicek C. , 1988), y se
reportan parametros cinéticos necesarios para su modelamiento. Adicionalmente
se encontré que es inhibida por ATP, coenzima A (Kubicek C. , 1988) y a-
cetoglutarato(Kubicek & Rohr, 1978). Por otro lado la NADP*-IDH presenta un
comportamiento michaeliano para ambos sustratos y es inhibida por NADPH,
citrato, oxaloacetato y «-cetoglutarato siendo su actividad ocho veces, en
promedio, mayor que la primera (Szczodrak, 1981).

Varios estudios presentan a la enzima a-cetoglutarato deshidrogenasa (o -CDH)
como la causante de la acumulaciéon de acido citrico en A. niger. Se afirma que
esta enzima ocasiona un bloqueo en el ciclo de Krebs, lo que inhibe el catabolismo
del citrato y lleva a su acumulacion y expulsion de la mitocondria. Del estudio
realizado Meixner-Monoriet al (1984) sobre la a-CDH de A. niger, se encontro:

e Presenta una cinética michaelina respecto a sus sustratos.

e Es inhibida por la concentracidon de oxaloacetato, NADH (inhibicién por
producto), y succinato.

e No se encontr6 que la relacibon AMP/ATP tenga un efecto sobre su
actividad.

¢ Presenta un mecanismo hexa-Uni Ping-Pong

e Se determinaron todos los parametros cinéticos y constantes de inhibicion.

La enzima Succinil-CoAsintasa no se reporta que haya sido aislada, por lo cual no
se encontrd informacién sobre pardmetros cinéticos.
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Respecto a la succinato deshidrogenasa, no se encontré informacion que la
relacione de forma directa con la acumulacion de acido citrico. El succinato se
encuentra en baja concentracion durante la fase de acumulacion (Kubicek & Roéhr,
1978) lo que indica que la reaccion en mayor proporcion ocurre hacia adelante.
Esta enzima es inhibida por oxaloacetato

La dltima enzima del ciclo de Krebs es la malato deshidrogenasa, que se
encuentra bien caracterizada, reportandose sus parametros cinéticos. Es regulada
por la relacion NADH/NAD", no por inhibicién sobre la actividad de la enzima sino
por su la disponibilidad de sustrato (Ma, Kubicek, & Rohr, 1981). Existen dos
isoenzimas, la primera ubicada en la mitocondria y la segunda en el citosol, para
ambas, a nivel experimental se encontré6 que estdn muy desplazadas hacia la
formacion de malato y NAD". Respecto al mecanismo, este se define como un
mecanismo bi-bi ordenado.

Volviendo a la glicdlisis, el ultimo paso de esta via es la formacién de piruvato, el
cual, como se habia mencionado, es un punto de ramificacion (branchpoint). Este
compuesto puede ser usado para sintetizar oxaloacetato, reaccién catalizada por
la piruvatocarboxilasa, o puede ser transportado a la mitocondria donde es usado
como sustrato por el complejo piruvato deshidrogenasa, formando acetil-CoA.

El oxaloacetato formado en el citoplasma a partir del piruvato, no es permeable a
la mitocondria, por ello debe primero reducirse a malato, reaccion catalizada por la
malato deshidrogenasa citoplasmatica, para poder entrar. Una vez dentro de la
mitocondria, se oxida para formar nuevamente oxaloacetato que junto con acetil-
CoA forma citrato (base conjugada del acido citrico). En otros organismos, el
camino que toma el piruvato depende de la relacion acetil-CoA / CoA, cuando hay
gran cantidad del primero se indica que no hay oxaloacetato suficiente (sustrato
para la enzima citrato sintasa) para reaccionar, por dicho motivo se favorece la
actividad de la piruvatocarboxilasa. Sin embargo en A. niger no se presenta este
tipo de regulacion y se encuentra activa en todo momento del proceso de
acumulacion de acido citrico(Stryer, Berg, & Tymoczko, 2008).

El metabolismo de los acidos grasos permite acumular el exceso de energia
almacenada como intermediarios del ciclo de Krebs, esto a través del citrato
transportado al citoplasma que permite la sintesis de acetil-CoA. Por otro lado se
pueden obtener moléculas de acetil-CoA mitocondrial a partir de la oxidacion de
los acidos grasos (en la mitocondria), las cuales entran al Ciclo de Krebs. Este
proceso es completamente regulado por la ATP-Citrato liasa, una enzima
constitutiva (Pfitzneret al., 1987), la cual cataliza la siguiente reaccion:

Citrato + CoA + ATP 5 Acetil-CoA + Oxaloacetato + ADP
Figura 7. Reaccidn catalizada por la enzima ATP citrato liasa

La ATP-Citrato Liasa no es la Unica enzima que forma Acetil-CoA en el citosol, sin
embargo es la principal responsable, al estar en mayor proporcién y contar con
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una mayor actividad (Pfitzneret al., 1987). Su actividad estad regulada por el
estado energético del organismo y su cantidad de acidos grasos.

Dicha relacion es un indicador del estado energético del organismo, si es alta hay
condiciones para almacenar energia en forma de acidos grasos, y viceversa.

Finalmente se presenta en la figura 8 el sistema de estudio a considerar en el
modelo con todos los procesos de transporte y reacciones catalizadas
enziméaticamente mencionadas.
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Figura 8. Sistema de estudio. E1Piruvato deshidrogenasa; E2 Citrato sintasa; E3Aconitasa;
E4lsocitrato deshidrogenasa; E5a-cetoglutarato deshidrogenasa;E6Succinil-
CoAsintasa;E7Succinato deshidrogenasa;E8Fumarasa;E9 Malato deshidrogenasa (mitocondria);E10
enzima malica o piruvato malato carboxilasa;E11Piruvatocarboxilasa;E12 malato deshidrogenasa
(citosol);E13 ATP citrato liasa;E14 acido graso sintasa;E15Conjunto de enzimas responsables de la
[B-oxidacion;E18 Complejo enzimatico responsable de la fosforilacidn oxidativa; T1 Transportador
de piruvato mitocondrial; T2 transportador antiporte citrato/malato; T3 transportador simporte
protén/citrato.
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8.3 Construccion del Diagrama causal e Hipotesis Dinamica

En la figura 8 se presento el sistema de estudio, sin embargo tal representacion no
permite entender los procesos de retroalimentacion y relaciones causales. Para
obtener esta informacion se decidi0 agrupar variables que presentan un
comportamiento similar en la dinamica estudiada.

Lo anterior se hace con el objetivo de representar de forma sencilla los procesos
de realimentacion, sin entrar en detalle con los diferentes componentes del
sistema, como productos, sustratos y enzimas. La figura 8, aunque util para
entender los diferentes procesos quimicos, no permite tener una idea sobre el
comportamiento dinamico del sistema, y menos generar una estrategia para
resolver la problematica planteada, identificar los procesos biogquimicos que
incrementen la acumulacién de acido citrico en A. niger.

Para empezar, el ciclo de Krebs se puede dividir en dos grupos, el primero
corresponde a los compuestos que se oxidan para obtener NADH o FADH,,
(isocitrato, a-cetoglutarato y succinil-CoA), y el segundo corresponde a los
compuestos que permiten la regeneracion del oxaloacetato lo que lleva a la
continuidad del ciclo (succinato, fumarato, malato y oxaloacetato).

Con base a lo anterior, se presenta el primer aglomerado de variables,
Precursores de Acido Citrico. Aeste primer grupo, aparte de los compuestos
encargados de regenerar oxaloacetato en el ciclo de Krebs, pertenece el malato y
oxaloacetatocitosdlico y piruvato mitocondrial.

Otro aglomerado de variables son los Compuestos precursores de NADH. Para el
sistema de estudio, son los compuestos mencionados como la primera division del
ciclo de Krebs.

De igual forma en la representacion de la Fosforilacion oxidativa, la Cadena de
Transporte de Electrones se representa como un solo proceso denominado CTE.
Por ultimo, para representar el proceso de sintesis y oxidacion de los acidos
grasos en el diagrama causal, no se entra en detalle en las enzimas ni los
componentes.

Después de las anteriores aclaraciones, se pasa a estudiar la causalidad de las
diferentes variables identificadas en el sistema.

La via de la glicdlisis y su efecto en la acumulacion de acido citrico, como se
menciono, fue estudiada en detalle por Torres et al (2000) y Torres et al (1994),
tomandose como un parametro del modelo. El producto final de esta via es el
piruvato (en citosol) y la generacion neta de dos moléculas de ATP por cada
molécula de glucosa que entra en la via. Se menciond que la glicolisis y la
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gluconeogénsis no ocurren de forma simultanea en organismos eucariotas, donde
la condicion basica de regulacién se basa en el estado energético, cuyo indicador
es la carga energética (Stryer, Berg, & Tymoczko, 2008), definida como:

ATP + 0.5 ADP
ATP + ADP + AMP

Cargaenergética(CE) = 4)

Si éste indicador es alto, prevalece la gluconeogénesis, de lo contrario sera la
glicdlisis la via predominante. EI ATP es un nucleosidotrifosfato, el cual es usado
como “divisa de energia” (Stryer, Berg, & Tymoczko, 2008), esta molécula actia
como dador de energia libre en diferentes procesos que la requieran. Dicha
energia se obtiene con su hidrdlisis y la equivalencia entre estos tres compuestos
(ATP, ADP y AMP) se presentd en la seccidn de supuestos. La relacion causal
entre la glicélisis, ATP y gluconeogénsis se presenta en la figura 9.

N

Glicolisis ATP

‘ S

Gluconeogensis

Figura 9. Regulacidn de glicélisis y gluconeogénesis

A partir de las relaciones mencionadas se obtiene un ciclo de balance. Por
definicion éste busca el equilibrio, no crece de forma incontrolada. Sin embargo, el
ciclo de balance de la figura 9, no ocurre en el organismo estudiado, ya que como
se ha mencionado, la glicélisis ocurre de forma no regulada. Por otro lado, no se
encontré reporte alguno de la actividad de la gluconeogénesis, por lo que se
supone que no tiene relevancia en la acumulacién de acido citrico y se asume
como nulo. Como no ocurre un ciclo de balance, la carga energética no tiene
impacto alguno sobre la velocidad a la que ocurre la glicdlisis,figura 10 a.

El piruvato es el dltimo compuesto de la glicolisis, que posteriormente entra a la
mitocondria a través de su transportador, figura 10 b. Una vez dentro de la
mitocondria, el piruvato mitocondrial es un Precursor de acido Citrico. De esta
forma al haber mayor flujo de glicdlisis mayor sera la cantidad de piruvato y mayor
sera la cantidad de precursores de acido citrico.
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Figura 10. Relacién causal de la glicdlisis con la (a) carga energética y (b) piruvato
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Figura 11. Metabolismo de acidos grasos en el proceso de acumulacion de AC

Otra via a analizar es el metabolismo de los acidos grasos, que en forma general
se divide en dos: la sintesis y la oxidacion. La primera es una forma de acumular
energia en forma mas concentrada y ocurre en el citosol, mientras que la segunda
permite hacer uso de esta energia previamente almacenada y sucede en la
mitocondria.

La sintesis ocurre cuando la carga energética es alta y abundan los carbohidratos,
lo cual se mide por la cantidad de citrato en el citoplasma. En la primera etapa de
éste proceso se genera malonil-CoA, el cual evita que los acidos grasos ingresen
a la mitocondria para su oxidacién, al inhibir la aciltransferasa |. De esta forma la
oxidacion se restringe a partir del control empleado en la disponibilidad de los
acidos grasos en la mitocondria.

En la figura 11 se presentan las relaciones causales mencionadas. Al aumentar la
cantidad de citrato mitocondrial, aumenta su cantidad en el citoplasma,
favoreciendo la sintesis de acidos grasos que evita la oxidacion de estos acidos en
la mitocondria. Finalmente al haber menos oxidacion hay menos cantidad de
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precursores de acido citrico y en consecuencia menor cantidad de éste acido. En
conclusion, el proceso de oxidacion hacer parte de un ciclo de balance.

El ciclo de Krebs genera energia no en forma de moléculas de ATP sino en forma
de moléculas con un potencial de reduccion alto, FADH,; o NADH. Estas moléculas
se oxidan en los diferentes complejos (I y Il) de la Cadena de Transporte de
Electrones (CTE), la cual acopla la energia libre de la oxidacion con la energia
libre requerida para fosforilar el ADP en ATP (Fosforilacion oxidativa).

Si hay un aumento en la cantidad de precursores de NADH, ocurre un aumento de
NADH, lo cual disminuye la disponibilidad de NAD®. El NAD" es usado como
sustrato por enzimas que consumen a estos precursores, por lo que una menor
cantidad de NAD" lleva a un aumento de los precursores de NADH, cerrando asi el
anico ciclo de refuerzo R2 mostrado en la figura 12.

Por otro lado, si aumenta la cantidad de moléculas de NADH o FADH,, aumenta la
actividad de la CTE. Una mayor actividad de la CTE lleva a un aumento de la
cantidad de NAD", lo que disminuye la cantidad de precursores de NADH y de
NADH,cerrando asi el ciclo de balance B1. Por simplicidad en el diagrama causal
el NADH y FADH, se representan solamente como NADH, lo mismo aplica para
NAD" y FAD, que se representan solo como NAD".

Al examinar el balance entre ATP, ADP vy la actividad de la CTE, se obtiene un
ciclo de balance B3. Un aumento en la actividad de la CTE lleva a un aumento de
ATP, lo que disminuye la cantidad de ADP. Como ADP es necesario para la
actividad de la CTE, esta también disminuye.

Como las cantidades de ATP y ADP en cualquier momento dado son igual a una
constante, una mayor cantidad de ATP implica necesariamente una disminucién
en la cantidad de ADP. De igual forma, una mayor cantidad de NADH (FADH,)
implica una menor cantidad de NAD" (FAD).
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Figura 12. Fosforilacién Oxidativa

Al momento de analizar la dindmica completa, considerando la CTE, se obtiene la
conversion de energia (Fosforilacion Oxidativa). Se hace énfasis en que se
requiere tanto de ADP como de NADH para que haya una formacion continua de
energia en forma de ATP (Stryeret al., 2008). El aceptor final de electrones es el
oxigeno, sin embargo este factor no se tiene en cuenta en el modelo estudiado ya
gue se asume que esta en alta concentracion.

El organismo de estudio, Aspergillus niger, tiene la particularidad de contar con un
complejo NADH deshidrogenasa alterno al complejo 1 de la CTE. Esto quiere decir
que puede recuperar NADH sin necesidad de contar con la disponibilidad de ADP.
Este proceso alterno de oxidacién ocurre solo cuando se tiene una cantidad de
NADH elevada y no esta acoplado con la fosforilacion de ADP en ATP. Una mayor
cantidad de NADH lleva a una mayor actividad de la via de oxidacion alterna
(NADH deshidrogenasa), lo cual aumenta la cantidad de NAD" que disminuye la
cantidad de PrecursoresdeNADH. Por ultimo al ser menor la cantidad de
precursores, menor sera la cantidad de NADH, cerrando asi el ciclo de balance
B2. Ver figura 13.

El NADH se forma a partir de la reduccion de NAD" y oxidacion de moléculas
carbonadas del Ciclo de Krebs. Al haber mas NAD", mayor sera la cantidad de
precursores de NADH aumentando la formacién del mismo. En este punto existe
una divergencia, pues una mayor cantidad de NADH implica una menor cantidad
de NAD+, pero a la vez genera una mayor velocidad en el proceso de la CTE que
llevan a su oxidacion y posterior formacion de NAD".
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Compuestos
precursores NADH

Figura 13. Fosforilacion Oxidativa y via de oxidacion alterna de NADH. Donde VAO es la Via de
Oxidacion Alterna.

En general, se obtiene que las variables NADH, NAD" y Precursores de NADH se
encuentra en dos ciclos de balance (B1y B2) y uno de refuerzo (R1).

Como se ha mencionado, el ciclo de Krebs se encuentra acoplado a la
Fosforilacion oxidativa, ya que oxida los compuestos Precursores de NADH para
obtener NADH a partir de NAD". En la figura 14 se representa el ciclo de Krebs, de
una forma simplificada y agregada, acoplado con la Fosforilacion Oxidativa. A
partir de esta figura se puede observar que éste ciclo de refuerzo R1 (ciclo de
Krebs) esta acoplado con dos ciclos de balance.

+

A C.mitoC
+
NADH
R1 \'
+
+
Precurzores de AC Compuestos Via alterma +

precursores NADH oxidacion

Figura 14. Ciclo de Krebs y Fosforilacién Oxidativa.
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El ciclo de Krebs de forma aislada es un proceso de crecimiento exponencial, sin
embargo la formacién de precursores de acido citrico (precursores de AC) se
encuentra limitada por la disponibilidad de NAD" que depende de la actividad de la
CTE, entre mayor sea su actividad menor sera la cantidad de precursores de
NADH y mayor la cantidad de precursores de citrato mitocondrial (Precursores de
AC).

A. C.mitoC
+
NADH
Precursores de AC Compuestos . kS
precursores NADH gm '/—\ ADP
+ \ / CTE
- A5 <'t_/
* B3
N
ATP

Figura 15. Ciclo de Krebs y Fosforilacion Oxidativa.

A partir de lo mencionado, finalmente se presenta el diagrama causal completo del
sistema de estudio. Figura 16.

Una explicacion endégena para la acumulacién de acido citrico puede surgir a
partir de lo presentado en el diagrama causal. En primer lugar el Ciclo de Krebs, la
via que lleva a la sintesis de acido citrico (citrato mitocondrial), esta limitada por la
velocidad en la cual se oxida NADH. Si se oxida a menor velocidad (menor
actividad de la CTE), el gasto de citrato mitocondrial es menor. Por otro lado si se
favorecen los procesos de glicdlisis y oxidacion de acidos grasos se espera contar
con mayor cantidad de Precursores de AC. En otras palabras, si se aceleran los
procesos de construccion de moléculas que llevan a la sintesis de AC y se evita su
oxidacion dentro del ciclo de Krebs se obtiene una mayor acumulacién de acido
citrico.
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Figura 16. Diagrama causal del sistema estudiado.

8.4 Modelo de Flujos y Niveles

Anteriormente se present6 un diagrama causal agregado, el cual permite de forma
cualitativa plantear una posible explicacion al comportamiento dinamico del
sistema entorno a la problemética planteada (hipétesis dinamica), sin embargo
para tener una interpretacion mas acertada del sistema a simular se debe
adicionar relaciones cuantitativas.

Al desagregar el diagrama causal se pasa a clasificar las variables en Flujos y
Niveles, éstas se presentan en la tabla 2. Esta clasificacion se hace en base a lo
presentado en la definicion de las mismas en el marco teorico.

Posteriormente se pasa a establecer las relaciones no lineales para cada una de
las variables de flujo. A continuacion se presenta el tratamiento realizado para
aplicar leyes de velocidad, procesos de transporte y difusion en el sistema de
estudio.
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El modelo de Flujos y Niveles se realiz

Ventana Systemsinc, Version 5.10e.

utilizando el programa Vensim ® PLE -

Tabla2. Variables de nivel y flujo identificadas en el sistema

Variables de nivel

Piruvato-m

Piruvato-c

Acetil-CoA-m

Acetil-CoA-c

Citrato-m

Citrato-c

Isocitrato

a-Cetoglutarato

Succinil-CoA

Succinato

Fumarato

Malato-m

Malato-c

Oxaloacetato-m

Oxaloacetato-c

Acidos grasos

NADH

NAD"

FAD

FADH,

ATP

ADP

Variables de flujo

Entrada de glucosa

Transportador de piruvato

Piruvato deshidrogenasa

Citrato sintasa

Aconitasa

Isocitrato deshidrogenasa

a-cetoglutarato deshidrogenasa

Succinil-CoAsintetasa

Succinato deshidrogenasa

Fumarasa

Malato deshidrogenasa

Piruvatocarboxilasa

Enzima madlica o piruvato malato carboxilasa

ATP: citrato liasa

Transportador citrato/malato

Tasa de sintesis de lipidos

Tasa de oxidacion de lipidos

Fosforilacion oxidativa y CTE

Via de oxidacion alterna

Gasto de energia para mantenimiento
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8.4.1 Variables de flujo

8.4.1.1 Reaccion reversible

En un sistema bioldgico, donde las enzimas estdn no solo en presencia de
sustrato sino también de producto, la ecuacidn 2 no permiten calcular
apropiadamente las concentraciones del sustrato en el tiempo, ya que fueron
deducidas cuando [P]=0y [S] = [S]..

Para obtener una ecuaciéon de velocidad que exprese los cambios en el tiempo de
los sustratos y productos, acorde al mecanismo de la figura 4, se debe considerar
el proceso reversible y un valor de concentracién de producto diferente de cero.
Como la velocidad hacia adelante depende la concentracion del complejo ES, y el
proceso hacia atras depende de la concentracion del producto y la enzima libre
(Segel, 1993), se tiene:

v = ky[ES] = k_,[E][P] (5)

Usando el supuesto de estado estacionario, se obtiene una ecuacién explicita en
términos del sustrato y producto:

51, [P]
A ©)
v= —— £
1+ 840
K Kp

Donde Ks y Kp son las constantes de Michaelis para el sustrato y el producto,
respectivamente, Vi y V, son las velocidades méaximas para el proceso hacia
adelante y hacia atras. La ley de velocidad de la ecuacién 6 también se puede
separar de la siguiente forma:

V=Vr— Uy (7)
Donde vy =V, ﬂ/D v, =V ﬂ/D D = 1+ [S])/Ks + [P)/K
f fKS ’ T TKP y S P.

En el equilibrio la velocidad neta del proceso es cero, luego v = 0y vy = v,.

Despejando [P] / [S] en el equilibrio, se obtiene:

_[Pleq _ ViKp  kaKp  koky
[S]eq VrKS k—lKS k—lK—Z ’

Keq )
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La ecuacion 8 corresponde a la relacion de Haldane(Purich, 2010). Con base al
supuesto de estado estacionario, esta relacion demuestra que los parametros
cinéticos estan restringidos por constantes termodinamicas (Purich, 2010), es
decir, los parametros cinéticos en un sentido se relacionan con los pardmetros
cinéticos en el sentido inverso. Al reorganizar la ecuacion de velocidad (ecuacion
6) y la relacion de Haldane(ecuacién 8) se obtiene una ecuacion derivada de la
ecuacion 5.

Yirs1 — BL
p= = (5] Keq) - 9

1+ 8 B
Ks  Kp
De esta manera se puede expresar, en términos de constantes cinéticas en
sentido hacia adelante y la constante de equilibrio (parametro termodinamico), el

proceso reversible sin necesidad de conocer dichas constantes (Sauro, 2013).

Para determinar la direccibn en que se dirige una reaccién, en presencia de
sustrato y producto, catalizada o no, se debe conocer la distancia al equilibrio
(Segel, 1993). Por este motivo se reorganiza la ecuacion 9, de tal forma que
pueda tenerse un indicador en todo tiempo t que permita determinar dicho valor.
Para esto se define I' como una razon entre los reactivos y los productos en un
tiempo t (no en el equilibrio), y p como el cociente entre I' y la constante de
equilibrio (Keq). La forma como se obtiene la expresion 11 a partir de 9, 10.ay 10.b
se explica en la seccién de anexos.

_ [Pl I [P][S]eq
= 51, (10.a) p= = ] (10.b)

LSl -plsl) A2 -p)
D a D

(11)

v =

De esta forma se presenta la ecuacion 11, la cual permite expresar una ecuacion
de velocidad del proceso reversible bajo el supuesto de estado estacionario y
donde la concentracion de sustrato no es necesariamente la concentracion inicial.
En el apéndice A se muestra como al remplazar la ecuacion 10.b en la ecuacion 9
se obtiene 11.
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8.4.1.2 Leyes de velocidad para reacciones multi-sustrato.

La mayoria de los procesos a simular son de dos sustratos, por lo que las leyes de
velocidad de las reacciones catalizadas enzimaticamente también deben de serlo.
Para esto se emplea el supuesto de equilibrio rapido, el cual permite obtener una
expresion que requiere menos parametros cinéticos (Sauro, 2013).

Empleando los mismos pasos mostrados para una reaccion catalizada
enzimaticamente de un solo sustrato y reversible, se puede obtener las leyes de
velocidad en funcidn de p para un proceso de dos sustratos (excepto para un
mecanismo ping pong). La ecuacion de velocidad depende del mecanismo de la
enzima, el cual puede ser un mecanismo ping-pong, un mecanismo ordenado
aleatorio o un mecanismo secuencial ordenado.

Mecanismo ordenado secuencial (equilibrio rapido):

PQ
ViAB =) V4B - p)

= 12
— KiaKpQ / KiaKpPQ /
Donde D = K;,Kz + KzA + AB + Ko Ko
Mecanismo ordenado aleatorio (equilibrio rdpido):
PQ
V:(AB — —
f Ke V:AB(1 —
v= I ( P) (13)

D D

K, K 4K P K K50 KKz PQ
_ QM™MARB IADB IA™'B
Donde D = K[AKB + KBA + KAB +AB + /KPKIQ + /KIQ + /KPKIQ

Mecanismo ping-pong (equilibrio rapido):

PQ
VeV (AB — o=

eq
= 14
v 5 (14)

ViK, VP
Donde D = V,K;4Kg + V,KzA+ V,AB + ' PQ/K 4 ke K
eq eq
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Se escoge la ecuacion de velocidad en funcion de p porque en todo tiempo se
cuenta con la concentracion de los sustratos y productos, ademas aporta
informacion sobre la distancia del equilibrio en un tiempo t determinado.

Debido a que en la literatura no se reportan todos los parametros cinéticos
requeridos para cadaecuacion de velocidad presentada (ecuaciones 12,13 y 14),
el denominador D no se puede expresar de forma completa. Ademas, como los
ensayos de cinética enzimatica se realizan normalmente bajo condiciones de
estado estacionario solo se reportan constantes de Michaelis y valores de
actividad para la reaccién irreversible (hacia adelante). Por lo anterior, se deben
incluir las siguientes aproximaciones:

En primer lugar la ecuacion 14, correspondiente al mecanismo ping-pong, no
puede ser aplicada ya que la velocidad del proceso hacia atras (V) no se puede
expresar en funcion de Keq y Vi(velocidad hacia adelante). La uUnica enzima
reportada con un mecanismo ping-pong corresponde a la o-cetoglutarato
deshidrogenasa (ACGDH), la cual al catalizar una reaccién con un cambio en
energia libre muy alto en condiciones estandar (AG° = -40,01 kJ/mol), se asume
como irreversible.

Segundo, al no reportarse constantes de disociacion para los sustratos o los
productos, sino constantes de Michaelis y valores de V;, el denominador D solo se
puede encontrar de forma aproximada pero no exacta. Por lo anterior se asume
qgue Ka = Kia.

8.4.1.3 Energia libre estandar de las reacciones catalizadas
enzimaticamente consideradas en el modelo

Como se menciond, se usa un parametro termodinamico (Keq) para sustituir el uso
de parametros cinéticos del proceso hacia atraslas cuales no se encuentran en la
literatura. Para esto se determind la energia libre estandar(AG°)de todas las
reacciones consideradas en el modelo de estudio, a partir de la energia libre de
formacion para los productos y reactivos reportados.

AG® = Z VihGOr (15)

L
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Donde v; son los coeficientes estequiometricos de los productos y reactivos y
A¢G°icorresponde a la energia libre de formacion en condiciones estandar del
compuesto i (temperatura 298 K y presion de 1 bar). A partir de lo anterior se
calcula la constante de equilibrio Keq para cada reaccion.

AG° = —RTInK,,, (16.a)luegoK,, = e AC°/RT(16.b)

Como se mencionoI'corresponde al cociente de la concentracion de los productos
y reactivos en un tiempo t dado, mientras Keq corresponde al mismo cociente en el
equilibrio. Luego la razénp (I'/ Keq) S€ expresa como:

r [Pl [S]

TPl
AT

Al aplicar logaritmo natural y multiplicar ambos lados de la ecuacion por RT se
obtiene

°q . (17)
eq

In(p) = In(I') — In(K,,)(18.a) RTIn(p) = RTIn(I") — RTIn(K,,)  (18.b)

DondeAG® = —RT InK., , luego AGen un tiempo t determinado dado por la
concentracion de los productos y reactivos, se expresa como

AG = AG° + RTIn(I") (19)

La ecuacion 19 muestra porgue la relacion I permite conocer en qué sentido se
desplaza la reaccién, sin embargo al ser una funciéon de estado termodinamica y
no cinética, no da informacién sobre la velocidad a la que ocurre este proceso.

8.4.1.4 Inhibicidn enzimatica

Existen diferentes moléculas capaces de aumentar o disminuir la tasa de recambio
de una enzima, activadores e inhibidores, respectivamente. Los inhibidores se
clasifican en dos grupos, los inhibidores reversibles y los inhibidores irreversibles.
En el sistema de estudio se reportan dos tipos de inhibicion competitiva y no-
competitiva.

Para representar la inhibiciobn se usa el esquema derivado por Botts y Morales
(1953) usando el supuesto de equilibrio rapido.
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Figura 17. Modelo general de inhibicidn

Donde ki es la constante de disociacion del inhibidor, ES el complejo enzima
sustrato,ESI el complejo enzima sustrato inhibidor, b es un factor que indica si la
catélisis puede ocurrir 0 no. Si b=0 solo ES puede llevar a la formacion de
producto, si b=1 ambos complejos pueden llevar a la formacién de producto con la
misma actividad. Si 0<b<1, el complejo ESes mas activo que el complejo ESI.

Por ultimo el factor que representa la diferencia entre las afinidades de union entre
el sustrato y el complejo corresponde a El. Si a=0, solo hay unién entre el inhibidor
y la enzima libre, si a=1 no hay diferencia entre la afinidad del inhibidor por el
sustrato o por el complejo enzima sustrato.

8.4.1.5 Proceso de transporte.

Los procesos metabolicos implicados en la acumulacién de acido citrico incluyen
reacciones en el citosol y la mitocondria (Karaffa & Kubicek, 2003), por tal motivo
el modelo se divide de igual forma en dos compartimentos. El acido citrico (citrato)
se sintetiza en la mitocondria por la citrato sintasa, dicha enzima sélo se encuentra
ubicada en este compartimento (Jaklitsch, Kubicek, & Scrutton, 1991). El citrato es
excretado de la mitocondria al citosol, se ha reportado la presencia de un
transportador antiporte citrato/malato (Kubicek, 1988), indicando que la salida de
citrato de la mitocondria esta acompafada de un ingreso de malato y viceversa.

En condiciones de acumulacion de &acido citrico, el medio extracelular se
encuentra a un pH=2 y el citoplasma presenta un valor de pH=7,6 (Hesse et al.,
2002). Dadas estas condiciones, en el citoplasma el citrato se encuentra en mayor
proporcién como CgHsO7>.

HsCoHs0, SH,CoHs0,~ + H* pK, = 3,128  (20.a)
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H,C4Hs0,” SH,C4Hs0,°~ + HT pK, = 4,761 (20.b)

H,C,Hs0,%” 5C4H;0,° + H* pK, = 6,396 (20.¢)

Burgstaller (2006) encontré que el transporte de citrato hacia el espacio
extracelular ocurre sin necesidad de un gasto de energia, sin embargo a un
pH=7,6 se encuentra en su forma ionizada (C¢HsO7>), lo cual hace necesario la
presencia de una proteina de membrana que permita el transporte facilitado.
Aunqgue no se conoce en detalle como ocurre el proceso (Burgstaller, 2006), este
debe mantener el equilibrio de cargas, es decir, la salida de citrato debe estar
acompafada del ingreso de otra molécula cargada negativamente o la salida de
cargas positivas. Una posibilidad es la presencia de un transportador proton/citrato
simporte(Burgstaller, 2006), el cual también se observa en Escherichiacoli
(Koningset al., 1992).

8.4.1.6 Transporte facilitado

Para representar el transporte a través de la membrana mitocondrial s6lo se
considera la diferencia del gradiente de concentracion como la fuerza conductora
del proceso de difusion.

Gy
AG = RTIn—  (21)

Ca
Donde R es la constante de los gases, T es la temperatura en Kelviny C; y C, son
las concentraciones de los compuestos en diferentes compartimentos de la célula
en uM, en este caso, en el citosol y la mitocondria, respectivamente. Si la
concentracion es mayor en la mitocondria (C,>C,), ocurrira de forma espontanea
el transporte del compuesto i fuera de la mitocondria (AG<0). Si por el contrario es
mayor la concentracion en el citosol del compuesto (C1>C,), el transporte hacia
fuera de la misma no sera espontaneo (AG>0)pero si lo sera el proceso inverso. Si
las concentraciones en ambos compartimentos en un tiempo t son iguales
(C,1=C,), no habra transporte (AG= 0).

De manera similar al tratamiento de las ecuaciones cinéticas, se usara la distancia
al equilibrio para guiar la velocidad del proceso y la informacion cinética reportada
de los transportadores. Dado que el equilibrio ocurre cuando la concentracion del
compuestoi es igual en ambos compartimentos, la constante de equilibrio es igual
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a la unidad (Keq = 1). A partir de la ecuacion 17 se puede determinar la distancia al
equilibrio y la direccion del transporte.

El primer proceso corresponde al representado por el transportador antiporte
citrato/malato, bajo los supuestos mencionados. De acuerdo a lo reportado por
Kubicek (1988), el intercambio ocurre de la siguiente forma

Citrato (m) + Malato (¢) SCitrato (c) + Malato (m);
Figura 18. Proceso facilitado por transportador citrato malato antiporte

Donde las letras “m” y “c” representan la ubicacién de los compuestos, ya sea en
la mitocondria o en el citoplasma, respectivamente. De acuerdo a la anterior
representacion, la energia libre que guia dicho proceso se representa asi:

[Citrato ][Malatoy]

" [Citrato,,][Malato,]

(22)

En este caso, cuando el producto del denominador es mayor que el producto del
numerador, ocurrira una salida del citrato hacia el citosol. Rescribiendo la ecuacion
17 y el valor de la constante de equilibrio para los procesos de transporte, se
obtiene:

r ([Citratoc] [Malatom]>

p= Keg=1 - [Citrato,,]|[Malato.]

; (23)

Por ultimo el transportador de piruvato permite el ingreso de éste a la mitocondria.
No se encontraron datos especificos para éste transportador en A. niger, sin
embargo Torres et al (2000), para modelar bajo un enfoque diferente una
problematica similar, toman parametros cinéticos para dicho transportador a partir
de lo reportado por Briquet (1977), quién caracteriza el transportador de piruvato
mitocondrial en levadura lo que corresponde a un transporte facilitado. El proceso
se representa de la siguiente forma:

Piruvato (m) SPiruvato (c)
Figura 19. Proceso facilitado por el transportador de citrato mitocondrial

[Piruvato,]

AG = RTlnp = RTIn (24)

[Piruvato,,]’
Para representar las leyes de velocidad asociada a los transportadores, se
emplean las ecuaciones presentadas para procesos enzimaticos. El proceso de
transporte se encuentra limitado por la disponibilidad de la proteina de transporte,
al igual que la velocidad de catalisis por la concentracibn de enzima, por lo

anterior se puede aproximar y representar por una ecuacion de Michaelis-
Menten(Hurst, 1992). La ecuacién empleada para representar el transporte de
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piruvatocorresponde a la ecuacion 11, mientras que el proceso facilitado por el
transportador antiportecitrato/malato se aproxima a través de la ecuacion 13.

8.4.1.7 Difusion simple

El ingreso de glucosa al organismo se modela de acuerdo a lo reportado por dos
estudios diferentes. En el primero, Wayman y Mattey (2000) concluyen que el
ingreso de éste compuesto durante la idiofase se ajusta a un proceso de difusién
simple mas que a un modelo Michaelis —Menten de transporte. Por otro lado
Torres et al (2000), afirman que a pesar de haber transportadores estos no se
inhiben o se saturan por la presencia de glucosa, sino que el flujo de glucosa es
ilimitado, correspondiendo a un proceso de difusion.

Para representar el ingreso de glucosa al sistema se trabaja con la primera ley de
Fick(Levine, 2004):

_dny

dcC
Jx = = —DA——; (25)

dt dx

Wayman y Mattey (2000) modelan el ingreso de glucosa en A. niger bajo
condiciones de acumulacion de acido citrico, y lo contrastan contra datos de
fermentacion publicados. Para realizar el modelo se hacen cuatro supuestos, (i) la
hifa de A niger se puede representar como un cilindro, (ii) la concentracion de
glucosa en el organismo es cero, pues es fosforilada al momento de ingresar vy (iii)
se asume que solo en una fraccidn de la hifa ingresa glucosa del medio. El ultimo
supuesto corresponde a lo presentado por Kristiansen y Sinclair (1979), quienes
afirman que no toda la hifa se encuentra en una etapa de produccion de &cido
citrico, ocasionado probablemente por la pérdida de actividad de las enzimas
mitocondriales.

A partir de los datos presentados en la tabla 3 se calcula la tasa de ingreso de
glucosa y el cambio sobre la concentracién de la misma en el organismo.

Una aproximacion a la primera ley de Fick se presenta a continuacion. Se asume
que la difusion ocurre en una distancia 6 determinada y la variacidbn de
concentracion depende del estado inicial y final del proceso de transporte, en este
caso particular, la concentraciéon de glucosa dentro y fuera de la hifa.
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Tabla 3. Pardmetros para determinar la razén de ingreso de glucosa a la hifa de A. niger

Parametro Valor
Radio 1,25 um
Longitud 100 pm
Densidad 1,1g/mL
Biomasa activa 18%
Coeficiente de permeabilidad (P) 1x 10" cm/s
-D
Ji = =5 Cout = Cin)A = P(Cin— Cout)A (26)

Donde C;, = 0, ya que se asume que la glucosa se fosforila a glucosa-6-fosfato al
momento de entrar. La concentracion empleada de glucosa fuera de la hifa
corresponde a la reportada por Xuet al. (1989), quienes encontraron que la mayor
produccion de &cido citrico ocurre a una concentracion de 7.5% pl/v, por lo que
Cout = 417mM. Empleando los datos reportados en la tabla 1 y la anterior ecuacion
se obtiene

J =40.521,2 uM/min ;

El tercer supuesto empleado por Wayman y Mattey (2000) consiste en representar
la parte del micelio activa como una fraccién del mismo, reportandolo como 18%
(Xa). Por otro lado, en un estudio diferente, Cleland y Johnson (1954)
determinaron que en la fase de crecimiento la proporcién del flujo de glicélisis
frente al flujo de la via de pentosas fosfato en la fase de acumulacion de AC llega
a una proporcion de 4:1. De esta forma:

J =(X,)(4/5)(29.152,6 uM/min) = 5.835 uM/ min;

8.4.1.8 Fosforilacion oxidativa y cadena de transporte de electrones

Para representar la cadena de transporte de electrones y la Fosforilacion
Oxidativa, se propone un modelo simplificado que conserve la estequiometria de la
reaccion sin entrar en detalle sobre el mecanismo. Se hace esto porque no es el
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objetivo del proyecto hacer una representacion de estos procesos sino evaluar su
importancia en la acumulacion de acido citrico.

Para lo anterior se asume que la oxidacién de moléculas como NADH y FADH, en
el complejo 1y 3, respectivamente, lleva directamente a la sintesis de ATP, H,O y
NAD® o FAD en un solo paso. Esto sin la necesidad de generar un gradiente
electroquimico entre la matriz mitocondrial y el espacio intermembrana.

La reaccion propuesta se muestra a continuacion:

1
NADH + 3ADP + (E) 0, + 3Pi + 5H* - NAD"™ + 4H,0 + 3ATP

1
FADH, + 2ADP +(E) 0, + 2Pi + 4H* - FAD + 3H,0 + 2ATP

Figura 20. Reaccion propuesta para representar la Fosforilacion Oxidativa y la Cadena de
Transporte de Electrones.

La energia libre asociada a estos procesos en condiciones estandar es de -108,55
kJ/mol y -76,53kJ/mol. Debido a esto se consideran procesos irreversibles.

8.4.1.9 Via alterna de oxidacion, NADH oxido-reductasa no acoplada a
bombeo de protones

Aparte de la NADH: ubiquinonaoxidereducatasa (Complejo 1), el hongo A. niger
cuenta con dos NADH deshidrogenasas: la primera ubicada en la matriz
mitocondrial oxidando NADH, y la segunda se encuentra en el espacio inter
membrana oxidando NADPH y NADH citosdlico. Ademas presenta una ubiquinol
oxidasa como alternativa al transporte de electrones, lo que permite la reduccién
directa de oxigeno sin ocasionar un bombeo de electrones o estar acoplado a la
fosforilacion de ADP (Walirath, Schmidt, & Weiss, 1991).

La afinidad de la NADH deshidrogenasa alterna mitocondrial es menor que la del
complejo 1, vy la informacién cinética que describe este paso se presenta en la
tabla 4.

41



8.5 Condiciones iniciales

El hongo A. niger se modela durante la fase de produccién de &cido citrico, que
corresponde al inicio de la idiofase(Kubicek, 1988). Por tal motivo, el modelo
comienza en un estado donde la concentracién de los metabolitos no es cero, sino
gue después de haber ocurrido un proceso de crecimiento, estos alcanzan una
concentracion basal. Por lo anterior, se emplean las concentraciones reportadas
para la idiofase(Torres, Gonzalez, & Alvarez, 2000).

Para los casos en gue no se reporte la concentracion de un metabolito en la
idiofase, se emplea un valor estimado para la concentracion de diferentes
compuestos en una célula. Palson (2011) muestra que el porcentaje en peso de
los componentes quimicos entre células son similares, aun entre una célula
animal y una bacteria. Empleando un promedio del nimero de metabolitos
presentes en una célula (1000), su peso promedio (312 g/mol) y la fraccidon en
peso seco que representa cada uno (0.01), estimé que la concentracion de un
metabolito en una célula, es aproximadamente 32 uM.

8.6 Parametros cinéticos correspondientes a las ecuaciones de velocidad
reportadas

Los pardmetros cinéticos e informacién de inhibicion usados en el modelo
corresponde a informacion reportadas en la literatura por diferentes autores, en la
tabla 4 se presentan los articulos empleados. Por otro lado las actividades
enzimaticas son convertidas en tasas de recambio a partir de la siguiente
expresion reportada por Purich (2010).

<1min)< PM ) 27
P\60s 1umol)’ @7
Donde sp es la actividad especifica (specificactivity) en

umol producto/(min * mgE)y PM es el peso molecular en mg.
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Tabla4. Parametros cinéticos y constantes termodinamicos, con sus respectivas referencias,
usados en el modelo.

. Energia libre de L. .
Enzima / Transportador ., . Constantes cinéticas Referencia
reaccion catalizada

K,, (Piruvato) 0,28 Steven A. OSMANI et al 1981
Piruvatocarboxilasa -5,89
K, ,(ATP) 0,23 Jaklitschet al 1991
Transportador piruvato mitocondrial 0 K, (piruvato) 6,2 M. Briquet 1997

Actividad Complejo 1 ° -108,55 K, ,(NADH) 0  Wallrathet al (1991) y Promperet al (1993)
Transportador antiporte . .

. 0 K_ (Citrato) 0,8 Kubicek 1988

citrato/malato m

Transportador simporte

P P 0 K, (Citrato) 0,72 (Burgstaller, 2006)

proton/citrato

K,,(Citrato) 2,3
Aconitasa 6,65 Muller y Frosch (1975)
K ,(isocitrato) 0,42

K, (Isocitrato) 0,08

Isocitrato deshidrogenasa -7,38 Meixner-Monoriet al 1986
K,,(NADP") 0
K, (a-CG) 0,4
o-Cetoglutarato deshidrogenasa -40,01 K, ,(NAD") 0,25 Meixner-Monoriet al 1985

K, (CoA) 0,02

K, (Fumarato) 0,93
Succinato deshidrogenasa 0,04 King et al., 1960
K ,,(Succinato) 3

Fumarasa -3,31 K, (Malato) 0,05 Kubicek y Rohr 1978
Malato deshidrogenasa mitocondrial 28,53 K, (Oxaloacetato) 0,05 Kubicek y Rohr 1978
K, (Oxaloacetato) 5 Punekarer al 1984
Citrato Sintasa -44,77
K, (Acetil-CoA) 10 Ramakrishnan y Martin 1954
K, (Citrato) 2,5
ATP Citrato Liasa 8,74 Pfitzneret al 1987
K, (ATP) 0,1

K, (Piruvato) 0,04
Complejo piruvato deshidrogenasa -33,40 Kin(CoA) 0,01 Kohnet al 1979

K, (NAD") 0,06

Km se expresa en mM
Energia libre se expresa en kJ/mol

* Se toma el complejo 1 para representar el modelo simplificado de la Fosforilacion Oxidativa presentado

43



9. RESULTADOS

9.1 Arquetipos

En la figura 12 se muestra un arquetipo con estructura similar al de limites de
crecimiento. En general este arquetipo representa que un proceso de refuerzo no
puede continuar por siempre, existe siempre un limite o capacidad de carga, que
eventualmente hace retardar el avance del sistema a medida que se aproxima a la
capacidad del mismo (Braun, 2002).

La tasa a la que se forma el acido citrico dentro del ciclo de refuerzo, no ocurre de
forma ilimitada, a medida que otro componente necesario para su formacion
(NAD") se consume, la velocidad de su formacién debe disminuir lentamente a
medida que se acaba éste recurso.

Un arquetipo similar se puede también identificar entre el proceso de oxidacion de
lipidos, figura 11, y el ciclo de Krebs (ciclo de refuerzo). El ciclo de refuerzo
mencionado requiere de varios precursores 0O varios recursos para Su
funcionamiento, uno de estos puede provenir de la oxidacién, un ciclo de balance.
Dado que el recurso se consume a medida que se lleva a cabo la sintesis de acido
citrico, éste ciclo de balance disminuira con el tiempo la velocidad de formacion de
los componentes del ciclo de Krebs.

9.2 Estado inicial

A continuacion se presentan los datos obtenidos de la simulaciéon, usando los
parametros cinéticos y termodinamicos reportados en la literatura, junto con las
ecuaciones cinéticas y supuestos descritos en este trabajo.

En primer lugar se muestran los comportamientos de los metabolitos (variables de
nivel) en el tiempo de simulacién. Las variables de nivel se dividen en tres grupos:
variables que estan presentes en el (i) ciclo de Krebs, (ii) variables extra-
mitocondriales y variables involucradas en la oxidacion y fosforilacion de NADH o
FADH, y ADP en ATP, respectivamente, o (iii) Fosforilacion Oxidativa.
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9.2.1 Ciclo de Krebs

Citrato [soCitrato
40,000 2,000

35,000 1700

30,000 \

25.000 1,100 \//—/

20,000 800
0 10 20 30 40 3 60 70 8 9 100 0 10 20 30 40 5 60 70 8 9 100
Time (Minute) Time (Mimute)

1.400

micro
microhl

Figura 21. Comportamiento de citrato mitocondrial e isocitrato durante la simulacién

En la figura 21 se puede observar que durante el tiempo de simulacion no se
presentd una estabilizacion del citrato mitocondrial (citrato-m), sin embargo el
isocitrato si alcanza un estado estacionario a partir del minuto 70 de la simulacion.

De igual forma se presentan los demas componentes del ciclo de Krebs (ver figura
22). El succinil-CoA, succinato y fumarato son los compuestos con los valores mas
pequefios durante el tiempo de simulacién,dado que no existe informacién de su
concentracion inicial en la fase de acumulacién de &cido citrico, se empled la
aproximacion usada por Palson (2011) que corresponde a 32uM. Por otro lado, el
a-cetoglutarato alcanza un estado estacionario tras un aumento acelerado en su
concentracion al principio de la simulacion. La concentracion de éste ultimo
metabolito en dicho estado corresponde a 150uM.

Continuando con el orden de reacciones en el ciclo de Krebs, se presenta la
concentracion de malato y oxaloacetato en el tiempo en la figura 23. Estos dos
compuestos estan presentes tanto fuera como dentro de la mitocondria,
correspondiendo a dos variables de nivel diferente. En primer lugar el malato, al
igual que el citrato, no alcanza un estado estacionario. Por otro lado, el
oxaloacetato se encuentra en una proporcion muy baja, sin llegar a ser cero.
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Figura 22. Comportamiento de diferentes compuestos durante la fase de acumulacion de
acido citrico. (a) a-cetoglutarato (ACG), (b) succinil-CoA, (c) succinato y (d) fumarato.
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Figura 23. Comportamiento de malato y oxaloacetato mitocondrial durante la simulacién
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9.2.2 Variables extra-mitocondriales

A continuacion se presenta las variables de nivel mas relevantes ubicadas fuera
de la mitocondria.

OAA -citosol Malato-¢itosol
40 6,000
30 5,000
= 2
g 20 5 4.000
10 3,000
0 2,000
0 10 20 30 40 S0 60 70 8 90 100 0 10 20 30 40 50 60 70 8 90 100
Time (Mimute) Time (Minute)

Figura 24. Comportamiento de malato en citosol y oxaloacetatoen citosol (OAA-citosol) durante la
simulacién

Como se observa en la figura 24, afuera de la mitocondria la concentracion de
oxaloacetato es mayor y alcanza un estado estacionario, pero en términos
relativos su cantidad sigue siendo baja respecto al malato. Por otro lado, éste
altimo compuesto nuevamente presenta un crecimiento continuo sin llegar a
estabilizarse en el tiempo.

Citrato-citosol AC extracelular
6.000 1e-009
5.500 7.5e-010
% 5000 g se010
256010
4500
0
4,000 0 10 20 30 40 30 6 70 80 90 100

0 10 20 30 40 30 6 70 S 9 100 Time (Minute)

Time (Minute)
Figura 25. Citrato en citosol y acido citrico (AC) extracelular en el tiempo de simulacidn

El citrato en citosol (citrato-c) alcanza un estado estacionario a diferencia del
comportamiento mostrado por el citrato-m (ver figura 21 y 25),donde el segundose
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encentra, en promedio, en una proporcion seis veces en mayor respecto al
primero.

Lipidos
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Figura 26. Comportamiento de la concentracidn de (a) lipidos, (b) NADH y (c) NAD" durante la
simulacidn

Por ultimo, en la figura 26.a se observa que los lipidos muestran un leve proceso
de acumulacion, lo que indica que predomind la sintesis de éstos sobre la
oxidacion durante la fase de acumulacién de acido citrico en el periodo simulado.
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9.2.3 Fosforilacion oxidativa

En la figura 26.b y 26.c se presenta el comportamiento de NADH y NAD" durante
la fase de acumulacion de acido citrico. Dado que la suma de las cantidades de
NAD" y NADH en todo tiempo debe ser constante, una disminucion del primero
lleva a un aumento del segundo. Se observa en la figura 27 que rapidamente se
alcanza un estado estacionario, donde la cantidad de NADH es 45 veces mayor
que NAD".

9.3 Anédlisis de sensibilidad

Existen dos formas para evaluar el comportamiento de un modelo, el primero es el
cambio sobre las condiciones iniciales y el segundo es modificando el valor de los
parametros (Palsson, 2011). Dado que las condiciones iniciales corresponden a
las concentraciones en el momento inicial de cada uno de los metabolitos, que
dependen del proceso de crecimiento, se optara por la segunda estrategia para
evaluar y mejorar el desempeiio del modelo.

De acuerdo a la ley de velocidad de los procesos enzimaticos, la velocidad
depende de: (i) la concentracion de los sustratos y los productos, (i) la
concentracion de enzima, (iii) la tasa de recambio y (iv) las constantes de
Michaelis para cada sustrato y producto.

La relaciébn entre la concentracion de enzima y la velocidad de la reaccién
catalizada es lineal (Sauro, 2013), aumentar la primera lleva a un aumento
proporcional de la segunda, asumiendo que no ocurra inhibicién por sustrato. La
misma relacion se presenta entre la constante catalitica y la velocidad (para
reacciones multi-sustrato, la tasa de recambio es el producto de una serie de
constantes cinéticas).

De acuerdo a las leyes de velocidad reversibles mostradas para reacciones multi-
sustrato bajo el supuesto de equilibrio rapido, el efecto de las constantes de
Michaelis sobre la velocidad de la reaccion no es directo, como si ocurre en
ecuaciones de velocidad irreversible de un sustrato (ecuacion 1). De acuerdo a lo
encontrado en la literatura y lo obtenido en el modelo de simulacién, solo dos
enzimas presentan valores de K, superiores o iguales a la concentracién de sus
respectivos sustratos, las cuales son la enzima ACGDH y la ATP Citrato liasa. Mas
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adelante, en la seccion de Analisis de Resultados se discute el efecto de las
constantes de Michaelispara un proceso catalizado enziméaticamente que requiere
dos sustratos.

Adicional a esto, la falta de reportes en la literatura sobre las constantes de
disociacion no permite cuantificar con exactitud el efecto de cambiar las
constantes de Michaelis para reacciones de dos sustratos, y se debe asumir lo
presentado en la seccion de VariablesdeFlujo. De forma general y de acuerdo a
las ecuaciones 12,13 y 14, aumentar una o las dos constantes de Michaelis
incrementara el valor del denominador, luego la velocidad disminuye; si por el
contrario disminuyen las constantes de Michaelis la velocidad aumenta.

En el modelo de simulacion se observd que la variacion del acido citrico extra-
celular solo depende de la disponibilidad del transportadorsimporte protén/citrato,
cualquier incremento hecho sobre la concentracion de citrato citosolico no tiene
efecto importante en la cantidad de esta variable al final del tiempo de simulacién.
Esto sugiere que el proceso se encuentra restringido por la capacidad del
transportador de citrato al exterior (transportador simporte protdn/citrato). Esto se
puede evidenciar en la figura 27, donde no ocurre un cambio sobre la cantidad de
acido citrico extracelular al modificar la actividad de diferentes enzimas y
transportadores. De igual forma se evalué el efecto de las enzimas del Ciclo de
Krebs pero el resultado es el mismo (dato no mostrado). Por otro lado, en la figura
32 es evidente que una variacion sobre el transportador simporte proton/citrato
genera un cambio directo en la salida de acido citrico extracelular.

AC extracelular
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Figura 27. Cantidad de acido citrico (AC) extracelular durante el periodo de simulacion. Se duplicé
y disminuyo a la mitad la actividad del transportador antiporte citrato/malato, la
piruvatocarboxilasa, la enzima madlica, y la cadena de transporte de electrones.
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Por lo anterior, la variable de respuesta para las variables de flujo
correspondientes al ciclo de Krebs y al espacio extra-mitocondrial, es el citrato-c.
El acido citrico extracelular, en primera instancia solo depende de la capacidad del
transportador.

En la tabla 5 se presentan los resultados obtenidos al modificar el parAmetro de
concentracion (enzima o transportador) de cada variable de flujo. Se evalto el
cambio sobre la variable de respuesta (citrato-c) al reducir a la mitad y al duplicar
la concentracion del parametro mencionado respecto a su estado inicial. En esta
tabla se observa que las actividades de todas las enzimas pertenecientes al ciclo
de Krebs tienen un efecto despreciable sobre la acumulacion de citrato-c. Por otro
lado la CTE, la piruvatocarboxilasa, la enzima malica y los transportadores
(antiportecitrato/malato y piruvato) presentan el mayor efecto sobre el citrato-c.

Tabla 5. Cambio en la concentracién de citrato citosdlico al variar el pardmetro de concentracién
de enzima (o proteina de transporte) para cada variable de flujo al finalizar el tiempo de
simulacién.

Cambio en la concentracidn de citrato citosélico al variar la
Enzima / Proteina de concentracion de enzima / proteina de transporte
transporte i
Rec{uccion ala Duplicacion (M) Reduc'cic’)n Duplica.cién
mitad (uM) relativa relativa

Actividad CTE 487,43 -1066,57 10,11% -22,12%
Transportador citrato/malato -654,12 411,26 -8,29% 5,16%
Piruvatocarboxilasa -67,22 130,16 -1,39% 2,63%
Enzima malica -259,03 98,33 -5,60% 1,54%
Transportador piruvato -20,14 35,46 -0,42% 0,74%
Succinil-CoAsintasa 9,76 14,19 0,20% 0,29%
ACGDH 5,05 -10,75 0,10% -0,22%
ATP Citrato Liasa -7,07 -4,5 -0,13% -0,08%
Malato DH-m -0,21 0,44 0,00% 0,01%
Isocitrato-DH 0,53 0,25 0,01% 0,01%
Aconitasa 0,05 -0,08 0,00% 0,00%
Fumarasa 0,05 -0,08 0,00% 0,00%
Succinato DH 0,14 0 0,00% 0,00%
Citrato Sintasa 0 0 0,00% 0,00%
Malato DH-c 0 0 0,00% 0,00%
Sintesis de lipidos 0 0 0,00% 0,00%
Oxidacién de lipidos 0 0 0,00% 0,00%
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A partir de la informacion de la tabla 5 se identifican las variables de flujo con
mayor impacto sobre la acumulacién de citrato-c. A continuacion se presenta el
comportamiento de ésta variable en el tiempo frente a los cambios hechos sobre
las variables de flujo identificadas en los dos escenarios mencionados,
contrastandola con el estado inicial obtenido en el modelo.

En primer lugar se evalla el efecto de la piruvatocarboxilasa. En la figura 27 se
observa que al momento de duplicar la concentracién de esta enzima se logra un
aumento de la concentracion de citrato-c de 140 uM. No se observa un aumento
sobre la cantidad de acido citrico extracelular (dato no mostrado).
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6.000
5,500
=
5 5.000
4,500
4,000
0 10 20 30 40 30 60 70 80 90 100
Time (Minute)
PC_mitad ——— C inicial

PC_doble

Figura 28. Aumento en la cantidad de AC en el citosol al duplicar la concentracién de la
piruvatocarboxilasa.
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Figura 29. (a)Aumento en citrato citosolico por aumento en la concentracidn de la enzima malica,
(b) aumento en citrato citosdlico por aumento en la concentracién del transportador de piruvato
mitocondrial

La enzima malica presenta también un efecto importante sobre el nivel de citrato-c
(ver figura 28). El aumento en la enzima malica ocasiona un incremento en la
concentracion de la variable mencionada, el aumento por duplicar la enzima
mencionada es de 98 uM en el tiempo de la simulacién. Al igual que la
piruvatocarboxilasa, la enzima malica tiene un efecto sobre el nivel de citrato-c,
pero éste no es excretado por el transportador.

Otra variable de flujo que tiene un impacto sobre la concentracion de citrato-c es el
transportador de piruvato. A partir de la figura 29 se puede decir que el efecto de
la concentracion de esta proteina es el menor de todas las variables de flujo
identificadas. El efecto al duplicar la concentracion del transportador mencionado
es de 45,52 uM.

A continuacion se presenta el efecto de la Fosforilacion Oxidativa y la cadena de
transporte de electrones (CTE) (Ver figura 30). Ocurre una disminucion de citrato-c
si se aumenta la concentracion del complejo I, y lo contrario al disminuirse la
concentracion del complejo 1.
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Citrato-citosol
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Figura 30. Aumento en citrato citosolico por aumento en la concentracion de la enzima malica.

Al duplicar la cantidad del complejo | la concentracion de citrato-c disminuye en
1,06 mM. Al reducir a la mitad la concentracion de dicho complejo el aumento en
la variable de respuesta es de 487,43 uM.

Finalmente, se evalla el efecto de la cantidad de transportador antiporte
citrato/malato presente en la membrana mitocondrial, descrito previamente. En la
figura 31 se observa que el cambio en la concentracion del transportador es
proporcional al cambio sobre la variable de respuesta, la concentracion de citrato-
c. De igual forma, una disminucion en la expresion de este transportador
disminuye la concentracion de citrato-c.
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Figura 31. Aumento en citrato en citosol por aumento en la concentracién del transportador
antiportecitrato/malato.
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Otro proceso de importancia corresponde al asociado con el transportador de
citrato hacia el exterior. Para evaluar el efecto se mide la cantidad en el medio
extra-celular.

En la figura 32 se muestra el cambio sobre la cantidad de acido citrico extra
celular en umol. El aumento en el tiempo final de la simulacion, entre el estado
inicial y el aumento de la cantidad del transportador, fue del doble. En este caso se
observa una relacion lineal entre la obtencion de acido citrico y la concentracién
de transportadores en la membrana celular.

El &cido citrico extra-mitocondrial solo varia por la concentracion del transportador
del citrato-c al exterior (transportador protén/citrato simporte), lo cual sugiere que
la salida de citrato esta restringido por la disponibilidad de este transportador. Por
este motivo cualquier aumento en la acumulacién de citrato citosolico debe estar
acoplada a un aumento en la expresion de dicho transportador.
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Figura 32. Aumento en citrato citosdlico por aumento en la concentracion del transportador de
citrato al exterior de la célula.

La actividad de la CTE presenta el mayor efecto sobe las variables estudiadas, su
disminuciéon aumenta en 10 % la cantidad de citrato citosolico respecto a las
condiciones iniciales, mientras que una duplicacién de su actividad lleva a una
reduccion del 22% respecto al estado inicial.

55



9.4 Disefio de experimentos

A partir de los anteriores resultados se presenta un disefio factorial para
determinar las variables que presentan un efecto significativo sobre la
acumulacion de acido citrico. Para esto se toman las cinco variables de flujo
identificadas en el analisis de sensibilidad sobre tres diferentes variables de
respuesta: citrato mitocondrial (citrato-m), citrato citosélico (citrato-c) y acido citrico
extra-celular.

Para ellos se realiz6 un experimento 2% donde k = 5 (32). Anteriormente se
menciond que el pardmetro a modificar para evaluar el efecto de una variable de
flujo sobre la variable de respuesta era la concentracion de la enzima (o proteina
de transporte).

Tabla6. Variables independientes

Factor Nivel bajo Nivel alto
(uM) (uM)
Concentracion transportador citrato/malato antiporte 2,16 8,64
Concentracion transportador de citrato citosélico 2,16 8,64
Concentracion complejo | (Actividad CTE) 2,16 8,64
Concentracidn piruvatocarboxilasa 2,16 8,64
Concentracion enzima malica. 2,16 8,64

Se asume gue las enzimas presentan una concentracion inicial de 4.32 uM en la
célula a partir de la aproximacién hecha por Palsson (2011). Asi el nivel alto para
cada factor corresponde a 8,64 uM y el nivel baja corresponde a 2,16 uM.

Usando Minitab® 16Stadistical Software, (Minitabinc,)se obtuvo el disefio
experimental presentado y se analizaron los datos obtenidos del modelo de
simulacién. Las variables de respuesta son citrato mitocondrial, citrato-c y acido
citrico extracelular. En primer lugar se determinaron los factores con un efecto
significativo a partir del valor p.
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Lndligis de wvarianza

Fuente EL 5C Sec. 3C Ajust. CM Ajusct. F F
Transportador C/M 1 10428483 10458463 10488463 115,605 0,000000
CIE 1 20301017 20301017 20301017 223,761 0,000000
Trans Citrato C 1 31104613 31104613 31104613 342,840 0,000000
E mélica 1 656271 656271 656271 7,234 0,01232%9
BC 1 140020 140020 140020 1,543 0,225213

Error 28 2358886 2358886 90726

Total 31 &5049269

Figura 33. Analisis de varianza. Variable de respuesta, citrato mitocondrial

knéliszis de wvarianza

Muente GL 3C Sec. S5C Ajust. CM Rjust. F E
Transportador C/M 1 11534310 119345810 11934910 105,856 0,000000
CTE 1 21022587 21022587 21022587 153,505 0,000000
Trans Citrato C 1 4147128 4147128 4147128 38,173 0,000002
E malica 1 711545 711545 711545 6,550 0,018653
BC 1 48826 45826 48828 0,431 0,5172&2

Error 26 2824668 2824668 108641

Total 31 40887713

Figura 34. Andlisis de varianza. Variable de respuesta, citrato citosélico

Enalisis de warianza

Fuente GL SC S5ec. 5C Ajust. CM Rjust. F B
Transportador C/M 1 1,13 1,13 1,13 12,2 0,001732
CTE 1 1,65 1,65 1,65 17,8 0,000262
Trans Citrato C 1 1397,51 13497,51 1397,51 15103,9 0,000000
E mélica 1 0,03 0,03 0,03 0,3 0,593094
BC 1 0,01 0,01 0,01 0,1 a4,771047

Erraor 26 2,41 2,41 a,0%9

Total 31 1402,72

Figura 35. Analisis de varianza. Variable de respuesta, acido citrico extra-celular

De acuerdo a lo presentado, se puede afirmar que la piruvatocarboxilasa no
presenta un efecto significativo sobre las variables de respuesta estudiadas (figura
33 a 35). La enzima malica s6lo presenta un efecto significativo sobre el nivel de
citrato citosolico y mitocondrial mas no para el acido citrico extracelular. En
contraste, los transportadores y la actividad de la cadena de transporte de
electrones (CTE) presentan un efecto significativo en todos los casos. Los
resultados obtenidos se resumen en la tabla 7.
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Tabla7. Variables independientes con efecto significativo sobre las variables de respuesta

Variable de respuesta Variables independientes

Concentracidn transportador Citrato/Malato

Citrato mitocondrial Concentracion Complejo 1 (Actividad CTE)

Concentracién transportador citrato citosdlico

Concentracidn transportador Citrato/Malato

Concentracion Complejo 1 (Actividad CTE)

Citrato citosdlico = - —
Concentracion transportador citrato citosélico

Concentracion enzima malica

Concentracidn transportador Citrato/Malato

Acido citrico extra-celular | Concentracién Complejo 1 (Actividad CTE)

Concentracién transportador citrato citosdlico

Grafica de efectos principales para Citrato m
Medias de datos

Transportader C/M CTE Trans_Citrato_C

28500

= N\ N\ ~
N N\, o
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E Mit=d Doble Mit=d Doble Mit=d Doble
s PC E_mdlica
25000
T N— ._\_\_""‘—\-._
27500 — —_—
27000
Mitad Doble Mit=d Doble

Figura 36. Grafica de efectos principales. Variable de respuesta, citrato mitocondrial. Variables
independientes Transportador antiporte citrato/malato (Transportador C/M), actividad de la
cadena de transporte de electrones (CTE), transportador simporte protéon/citrato (Trans. Citrato-
C), actividad de la enzima piruvatocarboxilasa (PC) y la actividad de la enzima malica (E mdlica).
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Madia

Figura 37. Gréfica de efectos principales. Variable de respuesta, citrato citosélico. Variables
independientes: Transportador antiporte citrato/malato (Transportador C/M), actividad de la
cadena de transporte de electrones (CTE), transportador simporte protén/citrato (Trans. Citrato-
C), actividad de la enzima piruvatocarboxilasa (PC) y la actividad de la enzima malica (E mdlica).

Meadia

Figura 38. Grafica de efectos principales. Variable de respuesta, acido citrico extracelular.
Variables independientes Transportador antiporte citrato/malato (Transportador C/M), actividad
de la cadena de transporte de electrones (CTE), transportador simporte protén/citrato (Trans.
Citrato-C), actividad de la enzima piruvatocarboxilasa (PC) y la actividad de la enzima malica (E

malica).
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Aunque la figura 34 muestra que la actividad de la CTE y el transportador
antiportecitrato/malato presentan un efecto significativo sobre el acido citrico
extracelular, en la figura 38 se observa que dicho efecto sobre el acido citrico extra
celular es muy pequefio en comparacion con el efecto del transportador de citrato
citosolico.

En todos los casos se observa un efecto de la variable correspondiente al
transportador de citrato citosolico al exterior. Las variables con mayor efecto sobre
cada una de las variables de respuesta son la actividad de la CTE, el
transportador antiportecitrato/malato y el transportador de simporte proton/citrato.
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10. ANALISIS DE RESULTADOS

10.1 Ciclo de Krebs

Primero se evaluara el estado inicial, luego se pasara a explicar el comportamiento
de cada una de las variables de flujo con mayor impacto en la acumulacion de
acido citrico, identificadas y mostradas en los resultados

Para empezar, en las condiciones iniciales, el citrato-m presenta una disminucion
en su concentracion, es decir que su tasa de formacion es menor que Ssu
degradacion y expulsion de la mitocondria. Al observar el nivel de los sustratos
utilizados por la enzima citrato sintasa para catalizar la formaciéon de dicho
compuesto, se encontré6 que el oxaloacetato mitocondrial (OAA-m) siempre se
encuentra en una concentracion muy baja. Asi, durante la mayor parte del tiempo
de simulacién, la relacion citrato/OAA-m fue mayor a 2 millones.

La reaccion catalizada por la enzima citrato sintasa es:
Oxaloacetato + acetil — CoA + H,0 & Citrato + CoA

Figura 39. Reaccidn catalizada por la enzima citrato sintasa.

Donde el cambio de energia libre en condiciones estandar (AG°) es de -44.77
kJ/mol, es decir, la concentracién en el equilibrio de los productos es cerca de 70
millones de veces mayor a la de los reactivos. Adicionalmente, la concentracion de
agua en una célula es de 70 %p/v (Palsson, 2011), lo que corresponde a una
concentracion de 38,8 M. Por lo anterior, se espera que el sistema se encuentre
completamente desplazado a la formacion de productos (citrato y Coenzima A).

Por otro lado, el segundo sustrato requerido para la reacciéon catalizada por la
enzima citrato sintasa es el acetil-CoA mitocondrial (figura 40) que, a diferencia del
OAA-m, se acumula con el transcurso del periodo de simulacion. Dado que el
OAA-m se encuentra en una concentracion muy baja, actia como reactivo limite
en la formacién de citrato-m, llevando a la acumulacién periddica de acetil-CoA.

A partir de lo anterior, es posible explicar la razén por la cual un aumento en la
enzima citrato sintasa no lleva a un incremento en la cantidad de citrato
mitocondrial, citosdlico o extracelular. Es de esperarse que cualquier evento que
lleve a una mayor concentracion de acetil-CoA tenga el mismo efecto, como se
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observd para el complejo piruvato deshidrogenasa, encargado de catalizar la
formacion de éste compuesto a partir de piruvato mitocondrial.

Piruvato Citosol

Piruvato mitocondria ——— Acetil-CoA
Citrato

mitocondrial

Oxaloacetato

Figura 40. Formacién de citrato a partir de oxaloacetato y acetil-CoA. Se muesta la enzima citrato
sintasa (CS) y el complejo piruvato deshidrogenasa (CDPH)

Esto corresponde a lo reportado por Ratledge (2000), quien concluye que al
aumentar la expresion del gen citA, el cual codifica para la enzima citrato sintasa,
no se obtiene un aumento en la cantidad de acido citrico.

El siguiente paso en el ciclo de Krebs corresponde a la isomerizacion de citrato en
isocitrato y la descarboxilacién de éste ultimo. Para empezar el isocitrato alcanza
un nivel estable cerca de 1127 uM, lo que indica que la tasa de consumo es similar
a la tasa de ingreso.

Isocitrato + NAD* 5 ACG + CO, + NADH

Figura 41. Reaccion catalizada por la enzima isocitrato deshidrogenasa, ACG: a-cetoglutarato

El equilibrio termodindmico en condiciones estandar de la razén citrato/isocitrato
es de 14,65 mientras que la constante de equilibrio de la reaccion catalizada por la
enzima isocitrato deshidrogenasa es de 19,63 en condiciones estandar.

_ [ACGIINADHI[CO,) _
¢4 [Isocitrato][NAD*]

Figura 42. Constante de equilibrio para reaccion cataliazada por enzima isocitrato deshidrogenasa

Dado que el sistema de estudio no es un sistema aislado, sino que es un sistema
abierto, las concentraciones en el equilibrio no se alcanzan. Las constantes de
equilibrio empleadas remplazan las constantes cinéticas de procesos reversibles
no reportados en la literatura. Por lo tanto, el valor de la constante de equilibrio
para cada proceso no se puede tomar como un valor objetivo a alcanzar por cada
grupo de compuestos involucrados en una reaccion.

En un sistema abierto las concentraciones en estado estacionario se definen en
funcion de las constantes cinéticas de todos los procesos, sin ser igual al valor en
el equilibrio quimico. De forma general, un estado estacionario al igual que estado
de equilibrio presentan concentraciones invariables en el tiempo, sin embargo, en
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el primero existe un flujo constante de materia y requiere de energia para
mantenerse en dicho estado, a diferencia del estado de equilibrio, el
cudlcorresponde al estado de minima energia (AG = 0) y no requiere un flujo de
materia o energia para mantenerse. Si un estado estacionario llega al equilibrio,
en el proceso se libera energia.

En la figura 43 se presenta la reaccion mas simple que puede ocurrir en un
sistema abierto.

kl
b  — K,
— A B —
k2

Figura 43. Reaccidon mas simple en un sistema abierto

Con el objetivo de encontrar una expresion mateméatica que permita conocer la
concentracion en el equilibrio (sistema cerrado) y en estado estacionario (sistema
abierto), se plantean las ecuaciones de balance de masa para los dos
componentes del sistema.

dlA

G = b+ ko[B] = k4],

t

% = ky[A] — k,[B] — ks[B].

Si b=k3=0, se tiene un sistema cerrado, luego para encontrar la relacion de
productos sobre reactivos en el equilibrio ([BJ/[A]) d[A]/dt = d[B]/dt = 0,

B K,

[A] k'
Si por el contrario b y ksson diferentes de cero, la solucion del estado estacionario
(d[A]/dt = d[B]/dt = 0) es
BI___ k|
(Al (kz + k—y)’

De esta forma se quiere mostrar que los valores de los compuestos que alcanza
un estado estacionario no tienen que coincidir necesariamente con la relacion
entre productos y reactivos en el equilibrio.

Retomando el resultado observado en la variable de nivel correspondiente al
isocitrato, aunque alcanza un valor invariable en el tiempo, no corresponde a las
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concentraciones en el equilibrio ya que no es un sistema cerrado. Sin embargo las
leyes de velocidad que describen estos procesos cinéticos, estan escritos también
en funcion de la constante de equilibrio para suplir la falta de informacion de
parametros cinéticos.

El proceso catalizado por la enzima isocitrato deshidrogenasa es un proceso
reversible, y presenta una tasa de recambio alta (tabla 5). Esto permite que se
alcance un estado estacionario durante el tiempo de simulacion.

La reaccion catalizada por la enzima a-cetoglutarato deshidrogenasa (ACGDH),
figura 44, se asumié como un proceso irreversible, ya que AG°= -40,01 kJ/mol,
sin embargo esta enzima presenta la tasa de recambio mas pequefia entre todos
los componentes del sistema. Aunque es un proceso termodinamicamente
favorable esta restringido cinéticamente.

ACG + NAD* + CoA 5 Succinil — CoA+ CO,+ NADH

Figura 44. Reaccion catalizada por la enzima ACGDH

La variable correspondiente a a-cetoglutarato (ACG), presenta una acumulaciéon
inicial para luego alcanzar un estado estacionario. Esto sucede porque, aunque
existe un proceso irreversible, ocurre a una tasa muy pequefia comparada con la
velocidad de los procesos reversibles catalizados por la enzima isocitrato
deshidrogenasa.

Los siguientes compuestos, succinil-CoA, succinato y fumarato presentan una
concentracion muy pequefia durante el tiempo de simulacion, decreciendo
exponencialmente. Las enzimas de estos procesos no mostraron tener un impacto
significativo durante el proceso de acumulacibn de acido citrico, lo que
corresponde a lo reportad por Rohr y Kubicek (1978) y Kubicek (1988).

Keq= 1.63 Keq= 0.98 Keg= 3.8

Succinil-CoA _> Succinato _> Fumarato (_ Malato

Figura 45. Metabolitos del ciclo de Krebs con un comportamiento similar en el tiempo de
simulacidn. Se presentan las enzimas encargadas de catalizar cada una de las reacciones, succinil —
CoAsintasa (S-CS), succinato deshidrogenasa (SDH) y fumarasa (F). También se muestra la
constante de equilibrio para cada proceso en condiciones estandar.

Los pasos catalizados por las enzimas succinil-CoAsintasa (S-CS), succinato
deshidrogenasa (SDH) y fumarasa, presentan un cambio en energia libre menor a
-3.31 kJ/mol, donde la concentraciones en el equilibrio corresponden a los valores
mostrados en la figura 45.
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De acuerdo a lo presentado por Kubicek y Rohr (1978), las concentraciones de
succinato y fumarato son bajas. Aunque no se encontré6 reporte sobre la
concentracion de succinil-coA, a partir de lo obtenido se puede afirmar que este
compuesto disminuye durante la fase de acumulacion de acido citrico.

Por otro lado, al evaluarse la relacion entre la velocidad de los procesos hacia
adelante y hacia atras de las enzimas S-CS, SDH y fumarasa, fue mayor en todos
los casos el proceso hacia atras, es decir, prevalecio el flujo de los procesos que
llevan al malato hacia succinil-CoA respecto a la formacién de succinil-CoA a
malato. Con lo anterior se afirma que la formacién de estos compuestos es debido
a la alta concentracion en la que se encuentra el malato durante la fase de
acumulacion de acido citrico, y a la reversibilidad de las reacciones, y no como
consecuencia del catabolismo del citrato.

En udltimo lugar se encuentra la formacion de oxaloacetato a partir de malato. Esta
reaccion, catalizada por la enzima malato deshidrogenasa, se encuentra
desplazada hacia la formacién de reactivos ya que la energia libre de este proceso
en condiciones estandar es de +28,53 kJ/mol, lo que corresponde a una relaciéon
de reactivos sobre productos en el equilibrio cercana a 99 mil. En la figura 46 se
presenta la reaccion catalizada por ésta enzima

Malato + NADt 5 0AA + NADH

Figura 46. Reaccidn catalizada por la enzima malato deshidrogenasa, donde OAA corresponde a la
concentracién de oxaloacetato.

En el modelo la relacion [Malato][NAD] / [OAA][NADH] fue muy alta, favoreciendo
a los reactivos, sin embargo no corresponde a la relacion reportada en el
equilibrio, como era de esperarse. El malato y el oxaloacetato no llega a una
concentracion constante en el tiempo, el primero tiene un crecimiento continuo
mientras que el segundo presenta una disminucién. A pesar de esto, la relacion p
para esta reaccion alcanza un nivel constante durante todo el tiempo de
simulacion, ver figura 47.

p Malato deshidrogenasa-m

0.6

03

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Time (Minute)
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Figura 47. Relacidn de reactivos y productos en el tiempo t sobre la constante de equilibrio.

Lo encontrado para este proceso sugiere que aungue los compuestos no alcanzan
una concentracion invariable en el tiempo, llegan a una relacion entre productos y
reactivos (p) que si se mantiene invariante y lejos del equilibrio termodinamico,
que corresponderia a un valor de p=1, de acuerdo a la definicién presentada. Esto
sugiere que el flujo hacia adelante y hacia atras de esta reaccién esta siendo
guiado por el mantenimiento de esta relacion p, sin embargo nunca se llegan a
valores constantes de concentracion para cada metabolito.

La razon por la que, a pesar de alcanzar un valor de p (para la reaccion catalizada
por la enzima malato deshidrogenasa) constante, no se llega a valores de
concentracion invariantes en el tiempo, se puede explicar a partir de procesos que
involucran factores intra y extra mitocondriales. Para esto primero se presentan los
resultados observados para el citrato citosélico y su eliminacién hacia el medio
celular.

10.2 Medio extra-mitocondrial

La salida de citrato-c al exterior ocurre a través de un transportador simporte
protén/citrato (Burgstaller, 2006). Este proceso se considera irreversible, ya que el
medio extracelular (pH=2) existe en mayor proporcion la forma protonada,
mientras en el interior de la célula (pH=7.6) esta en mayor proporcion la forma
ionizada CgHsO;>. Como son especies diferentes se asume que la salida de
citrato-c no debe estar limitada por la relacidon de las concentraciones de acido
citrico (exterior) y citrato-c (CgHsO7>). Esto es coherente a lo encontrado en las
condiciones de crecimiento, pues se requiere un medio acido para la acumulacion
de acido citrico.

Como la salida de citrato-c es irreversible su concentracion disminuye de forma
continua, luego la salida de citrato mitocondrial se ve favorecida porque la relaciéon
[Citrato-c][Malato-m] decrece (ecuaciéon 23 ).

Un sistema abierto alcanza un estado estacionario si la velocidad de los procesos
internos es mayor que la de los procesos externos (entradas y salidas del sistema)
(Palsson, 2011). Teniendo en cuenta lo anterior y que el flujo de salida de citrato
tiene una magnitud comparable a los procesos internos modelados, no se alcanza
un estado estacionario para las variables directamente relacionadas con la salida
de citrato del sistema.
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Medio Citosol Mitocondria
Extracelular
Citrato-c Citrato-m
Af:lc.io <€ (CeHs07%) Tj/
Citrico A
N
Malato-C Malato-m

Figura 48. (A) Transportador de simporteproton/citrato y (B) transportador antiporte
citrato/malato

La razon por la que ciertos compuestos del ciclo de Krebs alcanzan un estado
estacionario, se debe a que la primera reaccion (figura 39) catalizada por la citrato
sintasa (entrada del ciclo), tiene un flujo muy pequefio comparado con los
procesos internos de este ciclo. De igual forma la actividad de la ACGDH al ser tan
pequeia permite que compuestos como el isocitrato y ACG alcancen un estado
estacionario.

Ahora se presenta lo encontrado sobre las variables involucradas en la sintesis de
los acidos grasos en estado inicial con el modelo. La ATP citrato liasa es el
principal punto de control del metabolismo de los acidos grasos (Pfitzneret al.,
1987), la cual cataliza la reaccion mostrada en la figura 7.

La relacidén entre productos y reactivos de la reaccion de la figura 7 alcanza en el
equilibrio, en condiciones estandar, un valor de 0.029, lo que indica que esta
desplazada hacia la formacion de reactivos (citrato, ATP y Coenzima A). Aunque
esta enzima esta directamente relacionada con la formacion de citrato citosélico,
no tuvo un efecto significativo sobre la produccion de este al momento de realizar
el analisis de sensibilidad. También se encontré que la variable de nivel de acidos
grasos aumenta, correspondiendo a la alta carga energética que se presenta en
las condiciones de acumulacién, donde se favorece la sintesis sobre la oxidacién
de estos acidos.

Por ultimo las variables de nivel correspondientes a NADH y NAD®, muestran un
cambio acelerado hasta llegar a un estado estacionario. En la figura 26.b y 26.c se
observa que el nivel de NADH se mantiene constante en el tiempo de simulacion
al igual que el NAD", sin embargo la concentracién del primero es siempre mayor.
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El aumento de NADH coincide a lo encontrado por Dianoet al (2009) dadas las
condiciones de acumulacion de acido citrico.

El nivel tan alto de NADH y bajo de NAD" durante el tiempo de simulacion, result6
ser el factor limitante de la velocidad de las reacciones, los procesos de inhibicion
reportados para el ciclo de Krebs (competitiva, por producto y no competitiva) no
mostraron tener un impacto importante sobre la velocidad. Lo anterior coincide con
los resultados obtenidos de Wallrathet al (1991) y Promperet al (1993), que
afirman que la principal causa de la acumulacion de acido citrico ocurre por la
relacion NADH/NAD".

Los resultados obtenidos llevan a suponer que un aumento en la concentraciéon o
tasa de recambio de las enzimas que requieren NAD" como sustrato, no altera el
catabolismo de citrato, ya que la concentracion en la que se encuentra el NAD" es
muy baja. Adicionalmente, el nivel de ACG durante la simulacion presento valores
de concentracion similares o menores a los dos valores de K, reportados para la
enzima ACGDH.

A partir de lo encontrado con el modelo se propone que el proceso de
acumulacion ocurre por la baja relacion NAD*/NADH vy los altos valores de K, para
la enzima ACGDH. De acuerdo a las ecuaciones multi-sustrato (ecuaciones 12,13
y 14), el denominador D es la suma de producto K., lo que conlleva a una
disminucién sobre la velocidad neta del proceso. A continuacion se muestra un
poco mas en detalle el efecto de las constantes de Michaelis para una reaccion de
dos sustratos

En la ecuacion 2 se presentd la expresion de velocidad inicial para una reaccion
irreversible catalizada enzimaticamente de un sustrato. En esta ecuacion se
observa que cuando la concentraciéon de sustrato inicial [S], es igual a K, se
alcanza la mitad de la velocidad maxima.

V. = Vméx[S]o [S] - K V. = Vméme _ Vméx_
° [8], + K’ o m ° K,+ K, 2’

Para una reaccion de dos sustratos irreversible bajo un mecanismo secuencial
ordenado, la velocidad inicial se define como:

Vmax[A] [B] .
Ki4Kp + Kg[A] + K4[B] + [A][B] °

Vo =

Donde Ka y Kg son constantes de Michaelis y Kia es la constante de disociacion.
Bajo un tratamiento similar al realizado en la ecuacion de velocidad inicial para un
sustrato y asumiendo Kia = K, se obtiene

Vmax KA KB

A=K, B=K’l = :
[Al =Ky [B]=Kp, luego v, K Kg + KgK, + KaKg + KKz
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VmaxKAKB — Vmax_

Yo = T4K,Kg 4’

Luego para una reaccion de dos sustratos irreversible la velocidad inicial, cuando
los sustratos son iguales a sus valores de K., es cuatro veces menor a la
velocidad maxima. El proceso catalizado por la enzima ACGDH se aproximé a una
reaccion similar a la presentada, dada la energia libre del proceso que cataliza, el
cual puede asumirse como irreversible.

En resumen, el proceso catalizado por la enzima ACGDH muestra la menor tasa
de recambio y valores de Kysimilar o mayor a la concentracion reportada en la
simulacion, lo cual hace que su velocidad sea al menos cuatro veces menor
respecto a la velocidad maxima, que ya en un principio es muy baja.

En conclusion, la baja actividad de la enzima ACGDH en las condiciones de
acumulacion de &cido citrico, la baja relacion NADH/NAD" y los altos valores de
Kmhacen que éste proceso sea la causa por la cual no ocurre un catabolismo del
citrato, permitiendo su acumulacion.

Adicional a lo anterior, se puede explicar la razon por la cual enzimas como la
aconitasa e isocitrato deshidrogenasa no tienen un impacto importante en la
concentracion de acido citrico, ya que no son el paso que restringe la acumulacion
de citrato. A pesar de esto, en la seccion de resultados se mostré que la enzima
ACGDH no tiene importancia en la acumulacion de citrato; esto se debe a que un
incremento en la actividad de esta enzima requiere un aumento drastico de su
tasa de recambio y una considerable disminucion de las constantes de Michaelis.

10.3 Anélisis de sensibilidad

Todas las variables de flujo que tienen un efecto estadisticamente significativo
sobre la concentracion de citrato citosoélico y acido citrico extracelular pertenecen a
enzimas ubicadas en el citosol, a transportadores y por ultimo la actividad de la
CTE.

En primer lugar, se estudiaran los resultados obtenidos por los transportadores. El
transportador citrato/malato antiporte permite que el producto de las
concentraciones de citrato y malato en cada compartimento sea la misma. Dado
que el citrato-c sale a una tasa continua, este debe ser sustituido con citrato-m
como fue mencionado. Si se permite que la salida de este compuesto, acoplado
con un ingreso de malato, ocurra mas rapido a través del aumento de
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transportadores, se obtiene una mayor acumulacién de citrato-c, el cual sera
expulsado por el transportador proton/citrato simporte.

La acumulacion de &cido citrico en el exterior, de acuerdo a lo obtenido en el
disefio experimental, depende del transportador de citrato hacia el exterior
(transportador simporteproton/citrato), la actividad de la CTE y el transportador
antiportecitrato/malato (figura 35). Sin embargo, en la figura 38 se muestra que el
efecto sobre la variable &cido citrico extracelular es generada principalmente por el
primer transportador mencionado, lo cual lleva a plantear que el proceso expulsion
de citrato al exterior esta restringido por la disponibilidad de éste transportador.
Cualquier aumento en la concentracion de citrato-c debe estar acoplado a un
aumento en la expresion de los transportadores proton/citrato simporte, sino solo
se obtendra citrato-c y no acido citrico extracelular.

La cadena de transporte de electrones (CTE) presenta un efecto estadisticamente
significativo sobre las variables de nivel correspondientes a de citrato-c y citrato-m
(figuras 33 y 34). Para estas variables ocurre una disminucion al momento de
aumentarse la actividad de la CTE y lo contrario al disminuirla. Para explicar esto
se debe recordar que el proceso mencionado permite la oxidacion de NADH en
NAD®, que es el sustrato para las reacciones de oxidacion del ciclo de Krebs que
llevan al catabolismo del citrato-m, si ocurre un aumento en la actividad de la CTE
se obtiene un aumento en la disponibilidad de NAD" y al disminuirla ocurre lo
contrario, favoreciendo su catabolismo.

Finalmente, las enzimas extra-mitocondriales que presentan un efecto significativo
son la piruvatocarboxilasa y la enzima malica. En primer lugar se muestra de
forma esquematica el papel que desempeiian en el medio extra-mitocondrial.

(1] (2]
Piruvato —*E OAA-c —*E Citrato-c

(=]

Malato-c

(4]

Figura 49. Se muestran algunos de los eventos extra mitocondriales modelados (1)
piruvatocarboxilasa, (2) ATP Citrato liasa, (3) Enzima malica (4) malato deshidrogenasa-c.

A partir de la figura 49 se puede explicar la razén por la cual las enzimas
mencionadas presentan el mayor efecto en el analisis de sensibilidad. En primer
lugar la piruvatocarboxilasa lleva directamente a la formacion de OAA-c, lo que
desplaza hacia la formacién de citrato la reaccion catalizada por la enzima ATP
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Citrato liasa. La razon por la que ésta Ultima enzima no tiene un efecto
considerable al momento de realizar el analisis de sensibilidad, aunque lleve a la
sintesis directa de citrato-c, es porque su actividad esta limitada por la
disponibilidad de OAA-c, el cual se encuentra en muy baja concentracién. Aunque
la tasa de recambio, concentracion o las constantes de Michaelis para esta enzima
sean modificadas, no se tiene unincremento a menos que se aumenta la
concentracion de éste compuesto.

Por otro lado, un aumento en la enzima malica incrementa la conversion de
piruvato en malato-c, ya que en el modelo se observa que el flujo hacia malato es
mayor respecto al proceso inverso. Al haber una mayor cantidad de malato-c, se
favorece el transporte de citrato-m hacia el citosol, por lo que ocurre un aumento
en la razon [Malato-c][Citrato-m] haciendo mas favorable la salida de citrato y
entrada de malato a la mitocondria.

10.4 Soluciones propuestas

Aunque es necesario que ocurra un bloqueo en el ciclo de Krebs, modificar la
actividad de estas enzimas, en particular la ACGDH, no representaria por si solo,
un aumento significativo sobre la acumulacion de citrato-c y menos de acido
citrico. Se encontrd en el modelo de simulaciéon que es necesario considerar otros
procesos extra-mitocondriales.

Una disminucién en la actividad de la CTE puede llevar a un aumento de citrato-c,
sin embargo esto podria tener efectos negativos durante la fase de crecimiento del
organismo estudiado. Al tener una fase de crecimiento mayor, la suma del tiempo
empleado en crecimiento y acumulacion de &acido citrico seria mayor, lo que
ocasionaria que el proceso de produccion de &cido citrico pueda llegar a ser
menos eficiente. En otras palabras, aunque se genere mayor cantidad de acido
citrico durante la fase de acumulacién, producirlo tardaria méas tiempo, como
consecuencia de una fase de crecimiento mas lenta. Esto se presenta en base a
los estudios realizados por Wallrathet al (1991).

En el trabajo que realizaronmuestran que en condiciones de no-acumulaciéon y
acumulacion de acido citrico, la cepa silvestre presenta un mayor crecimiento
respecto a un mutante que tiene el complejo 1 inhibido (figura 50).
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Figura 50. Crecimiento de A. niger en condiciones de (a) acumulacién de acido citrico y en (b)
condiciones de no acumulacidn. Circulos rellenos representan la cepa silvestre mientras que los
circulos vacios la cepa mutante. (Fuente: Walirath, Schmidt, & Weiss, Concomitant loss of
respiratory chain NADH: ubiquinone reductase (complex |) and citric acid accumulation in
Aspergillusniger, 1991)

Por esta razén, modificar la CTE no sera considerado como parte una solucién
final para la problematica estudiada. Ahora se presenta cuatro soluciones a partir
de los resultados obtenidos del modelo, sin embargo primero se debe aclarar lo
siguiente. Dado que la expulsion de citrato-c esta limitado por el transportador
protén/citrato simporte, se debe aumentar la expresion de este transportador para
que cualquier evento enfocado en mejorar la concentracion de citrato-c tenga
efecto sobre la cantidad de &cido citrico en el exterior, incluso en condiciones
iniciales.

A partir del andlisis de sensibilidad y el disefio experimental, se logro identificar los
procesos que de manera independiente llevan a una mayor acumulacion de acido
citrico, sin embargo aumentar uno solo de estos componentes no lleva a una
mejora superior del 10% (Sin tener en cuenta la actividad de la CTE) respecto al
estado inicial. Para aumentar este porcentaje se combinan las variables de mayor
impacto junto con un hallazgo importante identificado en el modelo de simulacion,
explicado a continuacion.

Las variables de nivel correspondientes a piruvato extra e intra mitocondrial
(piruvato —c y piruvato-m, respectivamente), se acumulan en el tiempo de
simulacion, lo que corresponde a lo encontrado por Kubicek y Réhr (1978). Este
compuesto que representa un punto de ramificacion, es utilizado por dos enzimas,
complejo piruvato deshidrogenasa y piruvatocarboxilasa, para formar acetil-CoA
(mitocondrial) y oxaloacetatocitosdlico (OAA-c) respectivamente. Ambos
compuestos son sustratos para enzimas que llevan directamente a la formacién de
citrato-c y citrato-m, la ATP Citrato liasa y la citrato sintasa, respectivamente.
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La estrategia general para aumentar la produccion de acido citrico consiste en
aumentar el citrato-c, generado a partir de la enzima ATP Citrato liasa, y el
obtenido en el ciclo de Krebs por la enzima citrato sintasa. Se observo en el
modelo que para ambas enzimas, la velocidad esta limitada por la disponibilidad
de oxaloacetato, luego las estrategias a presentar consisten en mejorar la
concentracion de este metabolito, ya sea su concentracidn intra o extra
mitocondrial (OAA-m y OAA-c). Para esto se propone re-distribuir el exceso del
flujo de glicdlisis, acumulado como piruvato, hacia la formacion directa de citrato
modificando el menor nimero de componentes (enzimas o transportadores).

Como fue mencionado, la actividad de la enzima ATP Citrato liasa esta limitada
por la disponibilidad de oxaloacetatocitosélico (OAA-c), al igual que la citrato
sintasa, luego al aumentar la cantidad de éste compuesto, de forma directa se
genera un aumento de citrato. Dado que la enzima piruvatocarboxilasa se
encuentra en el citosol, un aumento de su actividad lleva directamente a una
mayor formacion de OAA-c, que desplaza la reaccion catalizada por la ATP Citrato
liasa hacia la formacién de citrato (figura 49).

Aunque la enzima ATP Citrato liasa presenta valores de K, mucho mayores a la
concentracion de OAA-c, al tener una actividad reducida no fue significativo
disminuir estos valores, tuvo un mayor impacto aumentar su tasa de recambio o
concentracion. Por este motivo solo se aumenta la actividad de esta enzima a
partir de su concentracion, acoplado con el aumento de la actividad en la enzima
piruvatocarboxilasa. Por lo tanto, la primera propuesta de solucién (solucién 1)
consiste en aumentar la velocidad de los procesos catalizados por las enzimas
ATP Citrato liasa y piruvatocarboxilasa a partir de duplicar su concentracion en el
modelo.

Adicional al comportamiento observado para las variables piruvato-c y piruvato-m
durante la simulacion, también se usa la evidencia presentada al principio del
analisis, en donde se argumenta que la formacion de citrato-m esta limitada por la
disponibilidad de OAA-m (reactivo limite), lo que implica que el segundo sustrato
necesario para la sintesis de citrato (acetil-CoA), se esta acumulando al ser mayor
la tasa de ingreso que de consumo (figura 39).

Como el acetil-CoA, sustrato para la enzima citrato sintasa, se genera a partir de
piruvato-m, éste compuesto también se acumula, lo que quiere decir que parte de
la “materia prima” necesaria para obtener citrato no esta siendo utilizada en la
mitocondria. Por lo anterior, se propone usar el piruvato-c y piruvato-m acumulado
para favorecer la formacién de citrato-c.

La segunda solucion propuesta consiste en aumentar la actividad de la enzima
citrato sintasa al aumentar la concentracion de OAA-m. Para lo anterior se debe
expresar la enzima piruvatocarboxilasa en la mitocondria, la cual normalmente se
encuentra ubicada solo en el citosol en A. niger(Jaklitsch, Kubicek, & Scrutton,
1991). Como se espera aumentar la concentracion de citrato-m, la solucion
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propuesta también involucra un aumento en la disponibilidad del transportador
antiportecitrato/malato.

En tercer lugar se propone una suma de las anteriores propuestas de solucion,
esperando tener un efecto acumulativo. A continuacion se presenta la mejora
lograda con cada una de las soluciones en términos relativos y la grafica de
citrato-c.
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Figura 51. Diferentes estrategias enfocadas en mejorar la concentracion de citrato-c. Se presenta
cada una de las soluciones y el estado inicial del sistema.

Después de evaluar diferentes escenarios de las enzimas mencionadas, se
encontré que la mejor opcion (de acuerdo a la estrategia presentada) ocurre
cuando se mejora la concentracibn y tasa de recambio de la enzima
piruvatocarboxilasa, intra y extra mitocondrial. Al incrementar la actividad de la
ATP Citrato liasa, se genera un aumento muy pequefio sobre el escenario
descrito, por lo cual la propuesta de solucion final solo toma en cuenta la enzima
piruvatocarboxilasa y el transportador citrato/malato antiporte.
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Figura 52. Diferentes estrategias enfocadas en mejorar la concentracién de citrato-c. Se presenta
cada una de las soluciones y el estado inicial del sistema.

Los resultados obtenidos se presentan en la tabla 8. De esto se concluye que el
mayor aumento en la acumulacion de citrato-c, modificando el menor nimero de
componentes (enzimas y transportadores), ocurre al incrementar la tasa de
recambio y expresion de la enzima piruvatocarboxilasa y la expresion del
transportador antiportecitrato/malato. Lo anterior debe combinarse con un
aumento en la expresion del transportadorsimporteprotén/citrato que lleva a una
mayor cantidad de acido citrico en el medio extracelular, si hay mayor citrato-c,
mayor sera la actividad de estos transportadores.

Tabla 8. Aumento en la concentracidon de citrato citosélico logrado con cuatro escenarios
diferentes.

Condiciones Mejora relativa

Propuesta de solucion 1 1,76%
Propuesta de solucion 2 4,67%
Propuesta de solucion 3 7,61%
Propuesta de solucion 4 11,48%

A partir de lo hasta ahora presentado se puede concluir que, aunque el bloqueo
generado en el ciclo de Krebs por la relacion NAD*/NADH vy la baja actividad de la
enzima ACGDH son necesarias para permitir la acumulacion de acido citrico, no
se mejora su produccion a partir de la modificacién de ésta enzima u otra ubicada
en el ciclo de Krebs. La obtenciéon de acido citrico extracelular solo depende de la
concentracion de citrato-c y la cantidad de transportadoressimporte protén/citrato,
por lo queel aumento en la expresion de estos transportadores debe estar
acoplado al aumento del citrato-c.

Respecto al citrato-c, se identificé que los pasos que limitan su producciéon son (i)
Su propia sintesis por la enzima ATP Citrato liasa (citosol),(ii) la sintesis del citrato-
m por la enzima citrato sintasa (mitocondrial)y (iii) la cantidad de transportadores
antiporte citrato/malato en la membrana mitocondrial. Los pasos enzimaticos
mencionados representan una restriccion no por la tasa de recambio inherente de
cada enzima sino por la disponibilidad de oxaloacetato, uno de sus sustratos. Por
lo anterior los procesos que lleven a su obtencién son los recursoscuellos de
botella y de acuerdo a la teoria de Restricciones, cualquier evento enfocado a
mejorar dichos procesos (produccion de OAA) aumenta la salida del sistema
(acido citrico) (Goldratt, 2005).

Al eliminar la restriccion causada por el transportadores simporte proton/citrato al
aumentar su tasa de expresion, se hace relevante la disponibilidad de
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oxaloacetato que lleva a la formacion de citrato-c. Para solucionar esta ultima
restriccibn se aumentd la expresidn de la enzima piruvatocarboxilasa, la cual
sintetiza este compuesto a partir de piruvato. Sin embargo el incremento en
citrato-c no ocurre de forma ilimitada ya que existe una restriccion termodindmica
que no se puede superar.La restriccion mencionada corresponde a la magnitud
que alcanza la relacibn malato/oxaloacetato en el equilibrio termodinamico, la cual
es un poco mayor a 99 mil, es decir que la reaccion esta muy desplazada hacia la
formacién de malato (ver figura 46).En el organismo estudiado estan presentes
ambos compuestos tanto en la mitocondria como en el citosol, lo que favorece la
formacion de malato y una baja concentracién de oxaloacetato en todo el periodo
de simulacion (figura 23 y 24). Esta restriccion termodinamica impide lograr una
mejora constante con el solo aumento de la enzima piruvatocarboxilasa.

En conclusion, la solucién propuesta se resume en la ampliacion del cuellos de
botella encontrados en el sistema al aumentar la expresién y tasa de recambio de
transportadores y enzimas. Sin embargo la concentracién de OAA representa una
restriccion imposible de superar a pesar del aumento en la expresion de la enzima
piruvatocarboxilasa.

10.5 Convergencias y Divergencias con el Diagrama Causal

A partir de los resultados obtenidos con el modelo de Flujos y Niveles hasta ahora
descrito, a continuacion se presenta una comparacion entre lo anterior y lo que se
esperaba encontrar a partir del diagrama causal mostrado en la figura 16.

Al momento de plantear la hipétesis dinamica se encontrd que el ciclo de Krebs es
un ciclo de refuerzo acoplado a dos ciclos de balance: la Fosforilacion Oxidativa y
la oxidacion de los lipidos (gasto de energia). En el primero, se restringe la
disponibilidad de NAD", sustrato necesario para la degradacion de citrato-m (base
conjugada del acido citrico), y formacion de precursores de acido citrico, a partir
de la actividad de la CTE. El segundo también restringe la disponibilidad de otros
precursores necesario para la formacion de citrato-m.

Aunque se encontré que modificar la actividad de las enzimas dentro del ciclo de
Krebs no genera un cambio importante sobre la acumulacién de &cido citrico, es
necesario que enzimas como la ACGDH generen un bloqueo que permita dicha
acumulacion. Este bloque ocurre gracias a la baja actividad de esta enzima y a la
baja disponibilidad de NAD", de esta forma el primer ciclo de balance regula el
proceso de acumulacion de acido citrico. Esto corresponde al arquetipo
identificado y mostrado en la seccion de resultados, “Limites de Crecimiento”.
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Por otro lado el proceso de gasto de energia, oxidacion de lipidos, es un proceso
gue se encuentra regulado y restringe de forma similar el crecimiento del ciclo de
Krebs. Si este proceso no fuera un ciclo de balance, el crecimiento seria
exponencial, al igual que el gasto de energia. Dada la naturaleza del sistema
estudiado, es de esperarse que los procesos de regulacion (ciclo de balance) sean
muy fuertes y no permitan que las variables involucradas en el ciclo de refuerzo
alcancen valores elevados.

Lo anterior ocurre porque los procesos mostrados en el diagrama causal no
consideran a todas las variables de entrada al mismo tiempo. Una relacion causal
de X a Y de polaridad positiva, indica que al aumentar (disminuir) la variable X, la
variable Y aumenta (disminuye) en alguna medida asumiendo que todos los
demas componentes son constantes (Sterman, 2000). Para darle vida al diagrama
causal (Sengel, 1997) y observar la dinAmica del sistema estudiado, se debe
construir el modelo de Flujos y Niveles, y solo a partir de éste se puede ver la
interaccién de todas las variables de forma simultanea, llevando a plantear
estrategias de mejora al sistema-problema estudiado.

La primera estrategia trabajada y ya discutida fue mejorar la disponibilidad de los
Precursores de Acido Citrico en el ciclo de Krebs, sin embargo al modificar
variables dentro de alguno de los ciclo de balance, no se observé un crecimiento
importante en la variable citrato-m. Esto llevd a proponer una solucion dirigida al
uso de un recurso cuya formacién no esta siendo regulada en el organismo, es
decir, no pertenece a un ciclo de balance. Solo a partir del modelo de Flujos y
Niveles se pudo evaluar las diferentes estrategias y evidenciar el efecto tan fuerte
de los procesos de regulacion (ciclos de balance).

A partir del modelo de Flujos y Niveles se decidio usar el piruvato, producto final
de la glicdlisis y que no se encuentra regulado o no pertenece a algun ciclo de
balance (ver figura 9 y 10). Al favorecer el uso de este compuesto se logro la
mejor solucion, presentada y discutida anteriormente.

Se concluye que aunque el diagrama causal permite explicar en palabras los
procesos de realimentacion y proponer soluciones cualitativas, es solo en el
modelo de Flujos y Niveles donde se puede observar la verdadera dinamica y
cuantificar el efecto de los ciclo de balance sobre las variables de respuesta, lo
que permite finalmente proponer estrategias de mejoramiento.
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11. CONCLUSIONES

Las ecuaciones de cinética enzimatica que consideran irreversibles las
reacciones catalizadas, no son adecuadas para representar el
comportamiento in vivo de los sustratos y los productos; se deben ajustar
en funcion de su distancia con el equilibrio termodinamico.Solo de esta
forma fue posible el desplazamiento de las reacciones modeladas en
funcién de las concentraciones de los diferentes compuestos o variables de
Nivel.

No se encontrd que las enzimas del ciclo de Krebs tuvieran un efecto
significativo sobre el aumento de la concentracién de citrato-m. A pesar de
esto, el comportamiento cinético de estas enzimas es necesario para que
ocurra el proceso de acumulacién de citrato-m.

El ciclo de Krebs y la Fosforilacion Oxidativa muestran una estructura
similar al arquetipo de “Limites de Crecimiento”, donde la velocidad del ciclo
se encuentra limitado por la disponibilidad de NAD*, compuesto que se
genera durante la Fosforilacion Oxidativa.

No se encontré que el metabolismo de los acidos grasos tuviera un efecto
significativo sobre la acumulacion de &cido citrico.

La acumulacion de &cido citrico extra-celular depende de citrato-c y los
transportadores simporte protén/citrato. Para generar un aumento en la
eficiencia del proceso se deben ampliar estas restricciones.

A medida que se eliminaban restricciones, se encontré que la produccion
de citrato-c y citrato-m se encuentra limitado por la baja concentracién de
oxaloacetato, sin embargo para aumentar la concentracion de éste ultimo
se debe superar una restriccion termodinamica del sistema, lo cual no es
posible.

Se explico el resultado obtenido por Ratledge (2000) en funcidén de las
restricciones encontradas en el modelo de simulacion.

La formacion de oxaloacetato es el recurso cuello de botella, por lo que
cualquier evento enfocado en aumentarlo tendra el mismo efecto sobre la
salida del sistema. Por esta razén los procesos catalizados por la enzima
piruvatocarboxilasageneraron el mayor aumento sobre la obtencién de
citrato-c, que tiene un impacto directo sobre la concentracion de acido
citrico extra-mitocondrial.
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12. RECOMENACIONES

Con el modelo de simulacién fue posible identificar aquellos procesos metabdlicos
que tienen el mayor impacto sobre el proceso de acumulacion de &cido citrico. De
igual forma fue posible identificar las restricciones presentes en el sistema de
estudio.

A partir de los resultados y el andlisis presentado, se recomienda:

No invertir en proyectos de investigacion destinados a modificar las
enzimas ubicadas en el ciclo de krebs. No se encontr6 que alguna de estas
tuviera un impacto significativo sobre el proceso de acumulacién de acido
citrico. EI comportamiento cinético de las enzimas mencionadas permite
que se lleve a cabo el proceso, mas no lo mejoran.

La Fosforilacion Oxidativa presentd el mayor efecto sobre la acumulacion
de &cido citrico, sin embargo reducir su actividad para incrementar la
cantidad de este compuesto puede ocasionar una disminucién de la
eficiencia del proceso completo. Una menor actividad de la
FosforilacionOxidativa aumenta la cantidad de acido citrico obtenido, pero
el tiempo de crecimiento se hace mayor como se reporta en la literatura,por
lo queno se recomienda modificar este proceso.

El proceso bioquimico que lleva a la produccién de acido citrico presenta
diferentes restricciones que limitan el flujo que lleva a su obtencién,la
propuesta final estd basada en aumentar dichas restricciones.Se
recomienda concentrar el esfuerzo investigativo experimental en los
procesos enzimaticos y de transporte identificados, presentados vy
discutidos.

La enzima piruvatocarboxilasa, el transportadorantiporte citrato/malato y el
transportador simporte protén/citrato logran un aumento importante en la
acumulacion de acido citrico, por ello se recomienda que a nivel
experimental sean estas proteinas un blanco importante de diferentes
estudios enfocadas en aumentar su actividad y/o expresion.

Los estudios experimentales dirigidos a aumentar la produccion de acido
citrico, no deben estar encaminados a dilucidar procesos de inhibicién o
modificar el nivel de expresion y/o tasas de recambio en enzimas
pertenecientes al ciclo de Krebs, ya que no generan un aumento en esta
variable.

79



13.REFERENCIAS

Borshchev, A., & Filippov, A. (2004). From system dynamics and discrete event to
practical agent based modeling: reasons, techniques, tools. 1-3.

Bruice, P. (2008). Quimica organica. Atlacomulco: Pearson Educacion.

Burgstaller, W. (2006). Thermodynamic boundary conditions suggest that apassive
transport step suffices for citrate excretionin Aspergillus and Penicillium.
MICROBIOLOGY , 887-893.

Cleland, w., & Johnson, M. (1954). Tracer experiments on the mechanism of citric
acid formation by Aspergillus niger. J Biol Chem , 679-692.

David, H., Akesson, M., & Nielsen, J. (2003). Reconstruction of the central carbon
metabolism of Aspergillus niger. 4243-4253.

Grunwald, P. (2009). Biocatalysis: biochemical fundamentals and applications.
London: Imperial College.

Hannon, B., & Ruth, M. (1997). Modeling dynamic biological systems. New York:
Springer Verlag.

Hurst, C. (1992). Modeling the metabolic and physiologic activities of
microorganisms. Jhon Wiley & Sons.

Jaklitsch, W., Kubicek, C., & Scrutton, M. (1991). Intracellular organisation of
citrate production in Aspergillus niger. Canadian Journal of Microbiology , 823-827.

Jernejc, K., & Legisa, M. (2002). The influence of metal ions on malic enzyme
activity and lipid synthesis in Aspergillus niger. Microbiology letters , 185-190.

Karaffa, L., & Kubicek, C. P. (2003). Aspergillus niger citric acid accumulation: do
we understand this well working black box? Appl Microbiol Biotechnol , 189-196.

Kristiansen, B., Mattey, M., & Linden, J. (2002). Citric Acid Biotechnology. Taylor &
Francis.

Kubicek, C. .., & Réhr, M. (1978). The role of the tricarboxylic Acid Cycle in Citric
Acid accumulation by Aspergillus niger. Applied Microbiology and Biotechnnology ,
263-271.

Kubicek, C. P. (1988). The role of the citric acid cycle in fungal organic acid
fermentations. 113-126.

80



Kubicek, C. (1988). REGULATORY ASPECTS OF THE TRICARBOXYLIC ACID
CYCLE IN FILAMENTOUS FUNGI -A REVIEW. Abteilung fur Mikrobielle
Biochemie , 339-349.

Kubicek, C. (1988). The role of the citric acid cycle in fungal organic acid
fermentations. Biochemical Society Symposium , 331-373.

Kubicek, C., & Roéhr, M. (1985). Aconitase and Citric Acid Fermentation by
Aspergillus niger. APPLIED AND ENVIRONMENTAL MICROBIOLOGY , 1336-
1338.

LegiSa, M., & Mattey, M. (2006). Changes in primary metabolism leading to citric
acid. 181-190.

LegiSa, M., & Mattey, M. (1986). Glycerol synthesis by Aspergillus niger under citric
acid accumulating conditions. Enzyme Microb Technol , 258-259.

Lema, J. M., & Roca, E. (2005). Ingenieria bioquimica. Madrid: Editorial Sintesis.
Levine, I. N. (2004). Fisicoquimica. Madrid: McGraw-Hill.

Ma, H., Kubicek, C., & Roéhr, M. (1981). Malate dehydrogenase isoenzymes in
Aspergillus niger. Microbiology Letters , 147-151.

Melo, V., & Cuamatzi, O. (2007). Bioquimica de los procesos
metabdlicos.Barcelona: Editorial Reverté.

Morecroft, J. (2007). Strategic modeling and busines dynamics. Wiley.

Palsson, B. O. (2011). Systems biology: simulation of dynamic network states.
Cambridge: Cambridge University Press.

Papagianni, M. (2007). Advances in citric acid fermentation by Aspergillus niger:
Biochemical aspects, membrane transport and modeling. ScienceDirect , 244-263.

Pfitzner, A., Kubicek, C. P., & Rohr, M. (1987). Presence and regulation of ATP:
citrate lyase from the citric acid producing fungus Aspergillus niger. 88-91.

Promper C, S. R. (1993). The role of the proton-pumping and alternative
respiratory chain NADH:ubiquinone oxidoreductases in over flow catabolism of
Aspergillus niger. 223-230.

Punekar, N., Vaidyanathan, C., & Appaji, N. (1984). Mechanism of Citric Acid
Fermentation by Aspergillus niger. Journal of scientific and Industrial Research ,
398-404.

Purich, D. L. (2010). Enzyme Kinetics: Catalysis and control. San Diego: Elsevier.

81



Rohr, M., & Kubicek, C. P. (1978). The role of the tricarboxylic acid cycle in citric
acid acumulation by Aspergillus niger. Applied microbiolgy and biotechnology ,
263-271.

Rubinstein, R., & Melamed, B. (1998). Modern simulation and modeling. Wiley.

Sauro, H. M. (2013). Enzyme kinetics for systems biology. Lexington, Kentucky :
Ambrosius Publishing.

Segel, I. H. (1993). Enzyme Kinetics: Behaviour and Analysis of Rapid Equilibrium
and Steady-State Enzyme Sistems.New York: John Wiley & Sons.

Senge, P. (1997). La quinta disciplina en la practica.Granica.

Senge, P. (1990). The fifth discipline: the art and practice of the learning
organization. New York: Doubleday.

Soccol, C. R., Vandenberghe, L. P., Rodrigues, C., & Pandey, A. (2006). New
Perspectives for Citric Acid Production and Application. 141-149.

Sterman, J. (2000). Business dynamics: System thinking and modeling for a
complex world. The McGraw-Hill.

Sthephanopoulos, G. N., Aristidou, A. A., & Nielsen, J. (1998). Metabolic
Engineering. Acedemic Press.

Stryer, L., Berg, J. M., & Tymoczko, J. (2008). Bioquimica. Barcelona: Reverté.

Szczodrak, J. (1981). Biosynthesis of Citric Acid in Relation to the Activity of
Selected Enzymes of the Krebs Cycle in Aspergillus niger Mycelium. Applied
Microbiology and Biotechnology , 107-112.

Torres, N., Gonzalez, C., & Alvarez, F. (2000). Metabolism of citric acid production
by Aspergillus niger. Model definition, Steady-state Analysis and constrained
optimization of citric acid production rate. 81-102.

Waites, M., Morgan, N., Rockey, J., & Higton, G. (2001). Industrial Microbiology:
An Introduction. Londres: Blackwell Science.

Walirath, J., Schmidt, M., & Weiss, H. (1991). Concomitant loss of respiratory chain
NADH: ubiquinone reductase (complex [) and citric acid accumulation in
Aspergillus niger . Applied Microbiology Biotechnology , 76-81.

Walirath, J., Schmidt, M., & Weiss, H. (1991). Concomitant loss of respiratory chain
NADH: ubiquinone reductase (complex [) and citric acid accumulation in
Asperyillus niger. Appliedl Microbiology Biotechnology.

82



Wallrath, J., Schmidt, J., & Weiss, H. (1991). Concomitant loss of respiratory chain
NADH:ubiquinone reductase (complexl) and citric acid accumulation in Aspergillus
niger. Applied Microbiology and Biotechnology , 76-81.

Wishart, D., Yang, R., Arndt, D., Tang, P., & Cruz, J. (2004). Dynamic cellular
automata: An alternative approach to celluar simulation. In silico Biology , 139-161.

Xu B D, B. D., Madrit, C., Rohr M, M., & Kubicek, C. P. (1989). The influence of
type and concentration of the carbon sourceon production of citric acid by
Aspergillus niger. Appl Microbio IBiotechnol , 553-558.

83



14. ANEXOS
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