Garrido, Jorge; Villar, Lizzael; Reyes, Raymari; Jaime, Ramón; Triana, Julián; Córdova, Vinelia; Castro, Juan C.; Navarro, Emilio; Montagud, Arnau; Fernández, Pedro; Urchueguía, Javier; Martínez, Julio.  | “nueva herramienta para el análisis del balance de flujo de las rutas metabólicas y su integración en ron painter”


nueva herramienta para el análisis del balance de  flujo de las rutas metabólicas y su integración en ron painter
new tool for the analysis of balance of flux in metabolic pathway and their integration in ron painter
MSc. Ramón A. Jaime Infante1,  MSc. Jorge Garrido González2, MSc. Raymari Reyes Chirino3, Lic. Lizzael Villar4, Lic. Julián Triana Dopico5, MSc. Vinelia Córdova Vazquez6,  Dr. Juan C. Castro Palacios7, Dr.  Emilio Navarro8, MSc. Arnau Montagud 9, Dr. Pedro Fernández de Córdoba10, Dr. Javier F. Urchueguía11,  Dr. Julio Martínez Prieto12, Zenén Hernández Martínez13  
1 Universidad de Pinar del Río, Cuba, ramon@info.upr.edu.cu, Calle 3era, No. 30,  Reparto Hermanos Cruz. Pinar del Río. CP 20200
2, 3,4, 6 Universidad de Pinar del Río, Cuba; jgarrido, raymari, lizzael, ramon, vinelia@info.upr.edu.cu

5 Universidad de Pinar del Río, Cuba, jtriana@avrect.upr.edu.cu
7 Universidad de Pinar del Río, Cuba, juanc@geo.upr.edu.cu
8, 9, 10, 11 Universidad Politécnica de Valencia, Valencia, España, pfernandez,armontag@mat.upv.es; 
enavarro,jfurchueguia@fis.upv.es
12 Instituto Superior Politécnico José A. Echeverría, Cuba, jmp@ceis.cujae.edu.cu

Resumen 
La presente investigación se centra en la creación de una plataforma informática que integre diversas herramientas para el análisis, diseño y visualización de redes biológicas, pues si bien existen diversas bases de datos de información biológica a distintos niveles de libre acceso vía web (e.g KEGG), las herramientas que se presentan no son integradas y las representaciones de las redes biológicas no tienen la forma clásica utilizada, dificultando el trabajo y reconocimiento por parte de los entendidos de la biología. 

De ahí que surge la aplicación FBA (Flux Balance Analysis), para la gestión de una matriz estequiométrica que representa los flujos metabólicos en las rutas metabólicas. A partir de su integración en una aplicación web y sin necesidad de usar un software independiente, se accede a potentes herramientas alojadas en el servidor y pensadas en un uso sencillo para gente no experta en programación ni en matemática discreta. 

El proyecto se enmarca dentro de un conjunto de  actividades científicas  de intercambio y colaboración entre el Grupo de Modelización Interdisciplinar InterTech (www.intertech.upv.es), vinculado al Instituto Universitario de Matemática Pura y Aplicada de la Universidad Politécnica de Valencia, España y el Grupo de Modelización Interdisciplinar InterTech de la Universidad de Pinar del Río, Cuba, quienes pretenden generar sinergias en áreas prioritarias de investigación; la presente colaboración se sitúa en la línea emergente de Biología Sintética. 
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Abstract 
This research focuses on creating a platform that integrates several tools for analysis, design and visualization of biological networks, because although there are several databases of biological information at different levels of free web access (eg KEGG) And the tools are not integrated and representations of biological networks are not classically used, complicating the work and recognition by scholars of biology.
Thus arises the application FBA (Flux Balance Analysis) for the management of a stoichiometric matrix that represents the metabolic flux in metabolic pathways. Since its integration into a Web application without having to use a standalone software, you access to powerful tools housed on a server and designed in a user-friendly for people not expert in programming or discrete mathematics.
The project is part of a set of scientific exchange and collaboration between InterTech Interdisciplinary Modeling Group (www.intertech.upv.es), linked to the Institute of Pure and Applied Mathematics from the Polytechnic University of Valencia, Spain Interdisciplinary Modeling Group InterTech University of Pinar del Rio, Cuba, who seek to generate synergies in priority areas of research of this partnership lies in the emerging line of Synthetic Biology.
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1. INTRODUCCIÓN 
La Biología de Sistemas es un área de investigación científica que se preocupa del estudio de procesos biológicos. Comenzó a desarrollarse en los años sesenta del siglo XX, si bien su institucionalización académica no se produjo hasta el año 2000. Se centra en estudiar sistemas biológicos en su totalidad, usando herramientas de modelación, simulación, y comparación al experimentado. 
Por otro lado surge la Biología Sintética como una evolución conceptual de la biología de sistemas. Esta ciencia trata de entender el funcionamiento de las células desde un punto de vista global, centrándose en el sistema en su conjunto más que en las partes. Con el advenimiento de las técnicas experimentales de alto rendimiento se ha alcanzado un importante grado de desarrollo, hasta el punto de haber conseguido desarrollar modelos en los que el conjunto de reacciones que tienen lugar en una célula se representan de manera análoga a una red eléctrica o de comunicaciones, así como toda una panoplia de herramientas para operar sobre dichas redes [1].
Aunque la expresión Biología Sintética (BS) ha estado presente en la literatura científica y técnica ya en referencias de principios de la década de 1910, en la actualidad se ha convertido en un concepto que abarca a la totalidad de las investigaciones desarrolladas en la frontera entre la Biología Molecular y la Ingeniería en sentido estricto [2]. Como tal, el término BS se está convirtiendo en un concepto cada vez más comprehensivo, que:
1. Abarca nuevos marcos teóricos que se ocupan de los sistemas biológicos con las herramientas conceptuales y el lenguaje descriptivo de la Ingeniería.
2. Utiliza enfoques de diseño de organismos con propiedades novedosas inspirados en el diseño de circuitos eléctricos y mecánicos.
3. Persigue la creación de nuevos organismos con propiedades “a la carta” basada en la combinación racional de partes biológicas disociadas de su contexto natural.
Una de las características generales de los métodos automatizados es que producen conjuntos enormes de resultados que sólo se pueden analizar haciendo uso intensivo de herramientas bioinformáticas para facilitar la organización y sistematización de la información. Es literalmente imposible poder analizar el resultado de estos estudios en forma manual. Por lo tanto, una de las características comunes a todos los estudios en esta área es el uso intensivo de herramientas matemáticas. En realidad, hay muchas otras áreas de la Biología que utilizan este tipo de técnicas. El conjunto de los métodos utilizados se denomina Bioinformática. El auge de la Biología de Sistemas con su uso intensivo de la Bioinformática ha hecho que estos dos campos se mezclen sin que hoy en día haya una separación clara entre los dos. Debido a esto, la Biología de Sistemas ha adquirido un significado más amplio que el análisis de las grandes bases de datos y que está más relacionado con un modo de aproximación a la Biología Celular y Molecular. Este modo, descrito en forma muy somera, consiste en tomar un conjunto generalmente grande de datos experimentales, que se ordenan y analizan utilizando un modelo computacional a partir del cual se pueden formular hipótesis que se pueden validar experimentalmente. Los nuevos datos se utilizan para refinar el modelo y así proponer nuevos experimentos y así siguiendo.

La reconstrucción de un modelo metabólico a escala genómica es uno de los temas más tratados a día de hoy. Este proceso consiste en reunir toda la información referente al metaboloma de una especie, así como los genes que codifican a las enzimas que catalizan cada una de las reacciones metabólicas. En más detalle consiste, en agrupar cada una de las reacciones características dentro del metabolismo de cada una de las biomoléculas (proteínas, carbohidratos, lípidos, ácidos nucleicos y vitaminas), las enzimas que catalizan cada una de las reacciones, las coenzimas y cofactores necesarios para la catálisis enzimática, la estequiometría y reversibilidad de las reacciones, la localización celular de cada reacción, los requerimientos de ATP (nucleótido portador de enlaces con alto valor de energía libre), información de la composición de la biomasa, y aspectos de la regulación metabólica. La variedad de aplicaciones de tal modelo metabólico [3], incluye la posibilidad de evaluar los proyectos para la producción y optimización de un metabolito con valor agregado. 
Si un modelo se formula adecuadamente, es de esperar que permita la simulación de los cambios en el metabolismo del organismo a través de perturbaciones ambientales y genéticas. Así, junto con las restricciones apropiadas, un modelo metabólico representaría parcialmente un organismo virtual, mediante el cual y a través de análisis computacionales se pueden explorar posibles distribuciones de flujos dentro de la célula en diferentes condiciones medioambientales y/o para una determinada configuración genética. Con este fin, están disponibles una variedad de herramientas y algoritmos [4], incluyendo el análisis del balance de flujo (FBA, del inglés, Flux Balance Analysis) [5,6], minimización de los ajustes metabólicos (MOMA, del inglés Minimization of Metabolic Adjustments) [7], el análisis del flujo metabólico (MFA, del inglés Metabolic Flux Analysis) [8,9], entre otras.

Actualmente, uno de los campos principales en los que se cimentará en un futuro el avance de esta disciplina científica pasa por establecer un marco computacional y conceptual que dé asistencia en el desarrollo de sistemas biológicos artificiales modulares basándose en una metodología ingenieril y sistemática, para lo que se necesita  proveer a la próxima generación de diseñadores en Biología Sintética y a los futuros biotecnólogos e ingenieros biológicos de nuevas herramientas computacionales integradas en un entorno común para el análisis de fenotipos metabólicos, el diseño de nuevos circuitos genéticos complejos y la visualización de mapas metabólicos.
Por otro lado, toda la información del genotipo metabólico está en relación con la estequiometría de las reacciones metabólicas, ya que puede ser utilizada para hacer una representación in silico de la red metabólica. Dada la gran cantidad de datos necesarios para simular el comportamiento celular, el modelado de funciones celulares ha demostrado ser una tarea difícil. Sin embargo, dada una lista completa de los componentes moleculares de un sistema celular, se puede limitar el comportamiento celular y definir las capacidades sistémicas y limitaciones de la red metabólica. Las capacidades de la red metabólica pueden ser analizadas, y luego identificar las características óptimas de cada una de ellas. 

Si bien es cierto que existen diversas bases de datos disponibles en la web, también es real que el reto está en desarrollar una plataforma informática que integra diversas herramientas para el análisis, diseño y visualización de redes biológicas, ya que las herramientas que se presentan hoy en la comunidad científica no son integradas y presentan diversos entornos de desarrollo. 
La representación adecuada del mapa metabólico y sus rutas, así como el balance de flujo de biomasa en cada reacción permite el análisis de una bacteria de  interés económico como por ejemplo: biocombustibles de tercera y cuarta generación a partir de restos medioambientales, un sector estratégico en el caso concreto de Cuba, al posibilitar una alternativa sostenible al grave problema energético existente en la actualidad.
2. METODOLOGÍA 
2.1 Programación lineal para el Análisis del Balance de Flujo

El conjunto de reacciones bioquímicas del metabolismo del modelo a escala genómica fue formulado como un modelo estequiométrico,

                         S · v = 0                   (1)
descrito en Stephanopoulos et al [10]. Este modelo describe el comportamiento celular en condiciones de pseudo estado estacionario, donde S se define como la matriz estequiométrica que contiene los coeficientes estequiométricos de los  metabolitos internos (balanceado) i en la j reacciones y v es el vector de flujo que corresponde al flujo de la reacción j. Dado un conjunto de restricciones experimentales, la ecuación anterior fue resuelta utilizando métodos de programación lineal, completando el enfoque conocido como análisis del balance o FBA [11]. 

Como el número de reacciones es generalmente mayor que el número de metabolitos, el sistema se convierte en indeterminado por la naturaleza. Con el fin de obtener una solución factible para los flujos intracelulares, un criterio de optimización global en los balances metabólicos tiene que imponerse. Esto fue formulado maximizando una de las reacciones bioquímicas, a saber, la ecuación de la biomasa, con algunas restricciones. 

Por ejemplo,

       Max (vi)    sujeto a S · vj = 0   ∀j ∈N        (2)
                             vj,irr  ∈R+ 

                             vj,rev ∈R 
   vj,rest  ∈R, vmin < vj,rest < vmax 

   vj,captación ∈R, vmin < vj,captación < vmax,

donde vj es la velocidad de la j reacción. Los elementos del vector de flujo v fueron limitados para la definición de las reacciones reversibles e irreversibles, vj, rev y vj, irr, respectivamente. 
Además, dos conjunto de ecuaciones fueron establecidas, vj rest, reacciones metabólicas restringidas, y vj captación, reacciones de captación, que fueron forzadas por valores determinados experimentalmente y reportados en la literatura. La composición de la biomasa fue considerada como un compendio de los precursores o moléculas constituyentes dentro de la biomasa. El flujo a través de la reacción de composición de la biomasa, está directamente relacionado con el crecimiento de la organismo modelado [10]. 

2.2 El Análisis de Flujos Metabólicos 

La cuantificación de los flujos de la red metabólica se puede lograr a través del análisis de los flujos metabólicos. Este método usa la estequiometría de las reacciones metabólicas intracelulares, los flujos extracelular y los flujos internos conocidos como entrada y retorno. Bajo este enfoque, se establece una relación entre las concentraciones de metabolitos intracelulares, los flujos de reacción y la estequiometría en un sistema metabólico por una ecuación de balance dinámico de masa. 
Un sistema químico se puede describir por un sistema de ecuaciones diferenciales. Por ejemplo, suponga que un sistema químico tiene dos reacciones: A + B -> C en la velocidad de reacción V1 y C -> A en la velocidad de reacción V2. Este sistema se puede describir por las ecuaciones diferenciales: d (A) /dt = V2 - V1, d (B) /dt = - V1, y d (C) /dt = V1 - V2. 
La representación de las ecuaciones anteriores se puede generalizar a cualquier red metabólica y representada de una manera más fácil mediante el uso de matrices, denominadas matriz estequiométrica.

Un sistema está en el estado estacionario cuando las tres derivadas (índices del cambio) son 0, o sea cuando las concentraciones de estas sustancias no varían en el tiempo. El FBA implica realizar un análisis del estado estacionario característico de los sistemas biológicos, utilizando el sistema matricial que se obtiene del conjunto de reacciones

2.3 Restricciones
La matriz estequiométrica es casi siempre indeterminada lo que significa que el espacio de solución es muy grande. El tamaño del espacio de soluciones se puede reducir, e hizo más flexible el problema de la biología mediante la aplicación de ciertas restricciones en las soluciones.
2.4 Termodinámico

En principio, todas las reacciones son reversibles, pero en la práctica con eficacia muchas reacciones se producen en una sola dirección. Esto puede ser debido a una concentración significativamente mayor de los reactivos en comparación con la concentración de los productos de la reacción, pero es más a menudo porque los productos de una reacción tienen una energía mucho más baja y libre que los reactivos.

Para la reacción ideal, 
     −∞  <  Vi < ∞                    (3)
Para ciertas reacciones una limitación termodinámica se puede aplicar lo que implica la dirección (en este caso hacia adelante).

      0 <  vi < ∞                          (4)
Siendo realistas el flujo a través de una reacción no puede ser infinito lo que implica que,

     0 < Vi < Vmax                  (5)
Medida de  tasas de flujo,

Ciertos tipos de flujo se pueden medir experimentalmente (Vi, m) y los flujos dentro de un modelo metabólico puede ser obligado, dentro de algún error (Є), para garantizar que estas tasas de flujo conocidos se reproducen con precisión en la simulación.

   Vi,m – є < Vi < Vi,m + є    (6)
Esta operación se llama en general de tomar el espacio nulo de la matriz estequiométrica y la técnica es válida para todas las matrices estequiométricas. Finalmente, el sistema de ecuaciones lineales generado puede ser resuelto a través del Método de Gauss.

3. CONTENIDO

3.1 RON Painter
RON Painter es una aplicación web que se inserta dentro de la plataforma Hydra, se implementó con ASP.NET, C# y XML utilizando como entorno de desarrollo Visual Studio.NET 2008; beneficiándonos  de la programación orientada a objetos, de un fuerte chequeo estático de tipos, de las componentes estándares que ofrece la biblioteca de clases y componentes de .NET Framework.  Con las potencialidades que ofrece la plataforma y haciendo uso de zonas calientes fuimos interactuando las paginas donde se representan las ruta el mapa metabólico y las rutas que lo integran.

RON Painter tiene como proyección futura hacer la visualización no solo de esta especie, sino,  del resto de las especies que están reconocidas en nuestra comunidad científica aportando así al avance de las herramientas para el uso de la biología y la investigación de esta rama.
La plataforma Hydra esta publicada en el sitio www.intertech.upv.es,  en el mismo existe un vínculo que se nombra Links donde se encuentra el enlace a Hydra, esta herramienta para su utilización  necesita el fichero SBML en este caso el específico de nuestra bacteria en cuestión.

La interfaz de la herramienta tiene un contraste de colores que identifica a nuestro grupo de desarrollo Intertech. En la parte superior se muestra el nombre de la plataforma, en su parte inferior se visualiza la ultima fecha de actualización de la herramienta y un link a la dirección del correo electrónico del administrador de la misma. A la Izquierda se muestra una barra donde se muestran las herramientas que integrarán esta plataforma y la herramienta RON Painter donde para acceder a la misma se ejecuta un clic. Una vez que se examina y se hace la selección del fichero con extensión xml se muestra en pantalla el mapa metabólico de la bacteria además dando la oportunidad de acceder a las rutas que componen el mapa de dos forma, una es a través del un combobox donde al desplegarse se muestran todas las rutas existentes y la otra forma es dando clic sobre un metabolito en cuestión. Esto da la posibilidad de que se muestre la ruta donde este metabolito se expresa. Como se muestra en la siguiente figura: 
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Fig. 1: Ejemplo de una red metabólica haciendo uso de la plataforma propuesta HYDRA.
El mapa metabólico contiene todas las reacciones con su identificador, el nombre de los metabolitos y el nombre de las rutas. Por otra parte en las rutas se muestran la misma información pero además se muestran las  demás rutas donde se expresa un metabolito a través de cajas rectangulares. En el momento en que está visualizada un ruta se activa el botón FBA, el cual al dar clic sobre el mismo  se muestra en la ruta el valor de flujo de biomasa y en la capa de gestión de la aplicación se gestiona una matriz estequiométrica como la mostrada en la siguiente figura:
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Fig. 2: Matriz estequiométrica obtenida a partir del fichero en SBML.
También se puede desde una ruta a otras dando clic sobre las cajas. Como se muestra en la siguiente figura.
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Fig. 3: Ejemplo de visualización de los flujos en el pathway de la Glycolysis.
4. CONCLUSIONES 

A partir de lo que se ha analizado hasta aquí se puede llegar a las siguientes conclusiones:
· En los últimos años, las aplicaciones de la biotecnología en diferentes ámbitos de la ciencia y la tecnología se han multiplicado de forma considerable en paralelo al incremento exponencial de la información que se posee sobre los organismos.

· La Biología Sintética se ha convertido en un área emergente de alto potencial científico y tecnológico e importancia estratégica para el mundo, sin embargo precisa de un gran impulso conceptual y metodológico para alcanzar su madurez como campo de desarrollo científico y tecnológico.
· Las herramientas de representación gráfica de mapas y rutas metabólicas no cumplen con las expectativas de los científicos biólogos en lo que se refiere a la forma representación

· Se logró crear una plataforma en aras de integrar una serie de herramientas que el grupo de investigación INTERTECH ha diseñado tanto para la biología de sistema como la biología sintética.

· Se logró diseñar y crear una herramienta para la visualización de los mapas metabólicos de la bacteria Synechosystis.sp PCC6803 en una forma clásica, tradicional que permite el uso de toda la comunidad científica de una forma sencilla, amena y de fácil comprensión para los biólogos  no experto en la utilización de los medios informáticos.

· Se logró crear una herramienta para mostrar en las rutas metabólicas el balance del flujo de biomasa en cada reacción. 
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