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RECONSTRUGAO DA REDE METABOLICA DA PSEUDOMONAS AERUGINOSA CCBH4851
RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO EM BIOLOGIA COMPUTACIONAL E SISTEMAS

Thiago Giannini Ramos

As altas taxas de mortalidade e morbidade associadas a infeccbes nosocomiais
(adquiridas em ambientes hospitalares) causadas por bactérias multi-resistentes a
antibiéticos constituem um problema de salde publica no Brasil. Nesta dissertacdo
estudou-se um desses patdégenos, Pseudomonas aeruginosa, cuja cepa altamente
virulenta CCBH4851 esta presente em varios hospitais publicos brasileiros. A partir
de dados gendmicos desta cepa, gerados no Laboratério de Pesquisa em Infeccéo
Hospitalar do Instituto Oswaldo Cruz (LAPIH/IOC/FIOCRUZ), e de modelos
computacionais que integram a visao sistémica de processos celulares a informacéo
no nivel molecular, a pesquisa realizada objetivou reconstruir a rede metabdlica da
P. aeruginosa CCBH4851. Para auxiliar o processo de reconstru¢do foram criados
dois sistemas WEB: o primeiro obtém um mapa metabdlico inicial da CCBH4851 a
partir da colecdo de seus genes anotados e armazenados em um arquivo de
extensdo GBK e o0 mapa de referéncia da cepa PAOL. O segundo sistema auxilia na
curadoria manual do mapa reconstruido a partir da criacdo de um espaco virtual
para discussdo com especialistas. Entre os resultados obtidos com a aplicacao
desta metodologia, destacam-se: 1) primeira reconstrucdo do mapa metabdlico da P.
aeruginosa CCBH4851 capaz de gerar biomassa; 2) adaptacédo do protocolo T&P
para possibilitar tal reconstrucdo; 3) os sistemas web que possibilitaram tais
resultados; 4) uma base de conhecimento para armazenamento de informacdes dos
modelos reconstruidos. Com estes resultados, espera-se ter contribuido para a
geracdo de modelos futuros da P. aeruginosa CCBH4851 que auxiliem na

descoberta de novas opc¢oes terapéuticas.
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RECONSTRUCTION OF THE METABOLIC NETWORK OF PSEUDOMONAS AERUGINOSA
CCBHA4851

ABSTRACT

MASTER DISSERTATION IN COMPUTATIONAL BIOLOGY AND SYSTEMS

Thiago Giannini Ramos

The high mortality and morbidity rates associated with nosocomial infections
(acquired in hospital environments) caused by multidrug-resistant antibiotic bacteria
are a serious public health problem in Brazil. In this dissertation, we studied one of
these pathogens, Pseudomonas aeruginosa, whose highly virulent strain CCBH4851
is present in several Brazilian public hospitals. Based on genomic data from this
strain, generated by the Hospital Infection Research Laboratory of the Oswaldo Cruz
Institute (LAPIH / 10C / FIOCRUZ), and from computational models that integrate the
systemic vision of cellular processes and information at the molecular level, the main
objective of this research is to reconstruct the metabolic network of P. aeruginosa
CCBHA4851. To support the reconstruction process two WEB systems were created:
the first obtains an initial metabolic map of the CCBH4851 strain from the collection
of its annotated genes, stored in a GBK extension file, and g reference metabolic
network of the PAOL1 strain. The second system supports the manual curation of the
reconstructed network by creating a virtual space for discussion with specialists.
Among the results obtained with the application of this methodology, the following
stand out: 1) first reconstruction of the metabolic network of P. aeruginosa
CCBH4851 capable of generating biomass; 2) adaptation of the T & P protocol to
enable such reconstruction; 3) the web systems that enabled such results; 4) a
knowledge base for storing information from the reconstructed models. With these
results, we intend to contribute to the generation of future models of P. aeruginosa

CCBHA4851 that will be useful for the discovery of new therapeutic options.
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1 INTRODUCAO

No Brasil, 0 nUmero de infec¢des contraidas na rede hospitalar por bactérias
da familia Pseudomonas aeruginosa é significativo e constitui um problema de
saude publica (1). A bactéria Pseudomonas aeruginosa € um organismo versatil e
oportunista. Seu alto grau de viruléncia em pacientes imunocomprometidos, somado
ao seu amplo sistema de defesa contra antibidticos, sdo responsaveis por uma
mortalidade e morbidade elevada em nosso sistema de saude (2). O boletim da
OMS (3) publicado em 2017 aponta 12 bactérias que apresentam resisténcia a
antibioticos e preocupam o0s pesquisadores da area e a Pseudomonas aeruginosa
consta no topo da lista com um nivel alto de notificacdes. Tais caracteristicas fazem
dela um organismo de interesse da comunidade cientifica para pesquisas que
possam identificar novos alvos terapéuticos (4).

Uma das abordagens de pesquisa utilizadas na Biologia para construcdo de
conhecimento, denominada como empirica, é executada através de experimentos
observaveis e sem inferéncia da dinamicidade em torno do sistema biologico (5). Em
contrapartida, existem abordagens tedricas que visam construir modelos
matematicos / computacionais, que embora sejam precisos, muitas vezes nao
representam de forma fidedigna o sistema bioldgico real (5). Quando estas duas
abordagens séo tratadas com uma inter-relacdo estreita, os resultados se mostram
mais promissores (5). Na perspectiva da abordagem empirica, € importante destacar
gque é um grande desafio para a biologia, estudar e entender como moléculas
individuais e suas interacfes formam o fenétipo complexo de um organismo. Essa
dificuldade estd sendo superada com a evolucdo da plataforma computacional
(computadores de alto desempenho x softwares) voltada para biologia de sistemas e
pela adocdo crescente de modelos matematicos/computacionais nos projetos de
pesquisa. Seguindo essa abordagem, destaca-se a modelagem computacional de
redes metabdlicas para a realizacdo de analises satisfatérias relacionadas as
propriedades metabdlicas em escala gendémica, tais como crescimento, viruléncia e
mecanismos de resisténcia a antibiéticos (6).

Este trabalho tem como objetivo principal a reconstru¢cao do primeiro modelo
computacional da rede metabodlica da Pseudomonas aeruginosa CCBH4851 que
simule a geracdo de biomassa, além de desenvolver Ferramentas de Suporte

(Sistemas WEB) para apoiar a reconstrucdo através da adaptacdo do método
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proposto no protocolo T&P (7). A cepa escolhida para a pesquisa foi encontrada e
isolada pelo Laboratério de Pesquisa em Infeccdo Hospitalar do IOC/Fiocruz
(LAPIH), a ultima versao do genoma fechado foi anotada pelo grupo de pesquisa em
modelagem computacional de bactérias multirresistentes da Fiocruz (1,8). Para obter
a primeira versao, foram implementados dois sistemas que irdo auxiliar os
pesquisadores nos passos do meétodo adaptado do protocolo de reconstrucao
computacional T&P, descrito por Thiele e Palsson em 2010 (7). O modelo
computacional nessa primeira versao possibilita testar hipoteses relacionadas com o
crescimento da bactéria, incluindo experimentos in silico, nos quais se pode efetuar
nocautes de genes em algumas vias metabdlicas essenciais. Esses genes seriam

candidatos em uma busca de alvos para criacdo de novos farmacos (9).

1.1 Pseudomonas aeruginosa CCBH4851

A Pseudomonas aeruginosa é uma bactéria que vive nos mais variados
ambientes: ja foi encontrada na &agua, no solo, em vegetais, na maioria dos
alimentos, nos animais, em ambientes hospitalares e até em ambientes mais hostis
a sua sobrevivéncia (10). Dentre suas caracteristicas, podem ser citadas seu
formato baciliforme, sua propriedade Gram-negativa, respiracao aerdbica e indicios
de atividades de fermentacdo (10). Seu crescimento geralmente acontece aos 37°
graus Celsius, mas pode apresentar crescimento com a temperatura variando de
5°C a 42°C. Seu tamanho é aproximadamente de 1,5 a 3,0 micrometros de
comprimento e 0,5 micrometros de largura e sua mobilidade é possivel através da
apresentacao de um unico flagelo (11).

A bactéria possui um genoma gque é classificado como um dos maiores do
mundo procariotico e que codifica um numero alto de proteinas com funcbes
regulatérias, de transporte e grau de viruléncia (11). Ademais, seu poder de
codificacéo |he confere sua versatilidade e capacidade de adaptacdo ao meio (12).
Seu sucesso em sobreviver como patdogeno vem da sua versatilidade metabdlica
(10). A P. aeruginosa possui todas as grandes faixas de classificacdo de fatores de
viruléncia bacterianos, como proteinas ligadoras de ferro, endotoxinas, pili, flagelo,
formacao de biofilme, entre outras (11).

Porém, muito embora a Pseudomonas aeruginosa seja um microrganismo
importante em infeccdes em individuos com comprometimento no sistema

imunoldgico, em pessoas imunologicamente saudaveis isto raramente acontece
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(1,12). Ha indicios de que a hospitalizagdo esteja relacionada com o aumento da
colonizacdo de bactérias em pacientes, principalmente em pacientes submetidos a
ventilacdo mecanica e com queimaduras graves (11).

A cepa de Pseudomonas aeruginosa estudada neste trabalho foi colocada em
destaque por suas caracteristicas de resisténcia a antibiéticos. A cepa CCBH4851
(pertencente ao clone denominado ST277) foi isolada de um cateter de um paciente
internado em um hospital em Goias (1). A mesma foi depositada na Colecédo de
Culturas de Bactérias Adquiridas em Hospitais, situada no Laboratorio de Pesquisa
em Infecgc&o Hospitalar do Instituto Oswaldo Cruz. A cepa se mostrou resistente para
a maioria dos antibiéticos testados, com excecéo da Polimixina B.

O genoma possui 6.719.789 pb, e foi sequenciado utilizando a plataforma de
sequenciamento lllumina MiSeq (1). Foi construida uma biblioteca genémica através
da marcacéo por transposon com o kit Nextera XT DNA Sample Prep e sequenciada
duas vezes com os kits 300 e 500 ciclos MiSeq Reagent v2, produzindo,
respectivamente, 1.445.561 e 1.232.439 leituras pareadas (paired-end reads). Ao
todo, foram gerados cento e cinquenta contigs e sua anotacdo foi feita através da
plataforma Rapid Annotation utilizando System Technology (RAST) v2. No total,
foram anotados 6.347 genes codificadores de proteinas e 60 genes codificadores de
RNA, 55 tRNAs e 5 rRNA. Em torno de 568 subsistemas foram identificados (1).

1.2 Modelagem de Redes Metabodlicas em Escala Genémica

Nesta secdo, sdo apresentados conceitos envolvendo a modelagem de
Redes Metabdlicas, ponto central desse trabalho e subarea da Biologia de Sistemas.
Entretanto, ndo se pode deixar de descrever assuntos da Biologia Molecular como
enzimas, reacgbes quimicas e vias metabdlicas, temas basicos intimamente
relacionados a area de modelagem de redes metabdlicas.

Os estudos feitos a partir da biologia molecular e os avancgos das técnicas de
sequenciamento de genomas (algoritmos de bioinformética), tornaram viavel a
reconstrucdo metabdlica a partir de uma sequéncia gendémica (7,13,14,15). Com tais
informacgdes cria-se a possibilidade de construir mapas topoldgicos que representam
0s caminhos metabdlicos, onde a geracdo de um conjunto selecionado de produtos,

dado um conjunto particular de substratos disponiveis, é escrita em termos de

reacoes.
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Um modelo metabdlico que consiga reproduzir matematicamente esses
caminhos metabdlicos podem ser usados para responder, por exemplo, a
capacidade de crescimento do organismo que esta sendo representado, uma das
hipoteses centrais por tras da ideia de vida como conjuntos auto replicantes (16,17).

Um micro-organismo precisa de uma fonte basica de energia e um conjunto
de metabdlitos acumulados em quantidade definidas pela composicdo celular, e
posteriormente produzirem sua estrutura fisica para criacdo de uma nova célula (18).
Este processo pode ser representado também no modelo metabdlico, é feito através
da criacdo de uma pseudo-reacdo, que usualmente, é denominada reacdo de
biomassa (19). A reacédo de biomassa é formada pelos metabdlitos (substratos com
indices estequiométricos definidos) relativos da composicao celular.

Um processo de reconstrucdo metabdlica suficientemente preciso, € um
modelo que represente o desenho da via dos fluxos metabdlicos de reacgéo
observados experimentalmente em organismos in vivo, que permita a simulacdo de
geracdo de biomassa (19,20). Em organismos procariéticos simples a maximizacao
de seus processos se traduz quase que integralmente na taxa de crescimento (21).
Esse tipo de comportamento pode ser simulado através da modelagem matematica /
computacional (22), que disponibiliza ferramentas como a COnstraint-Based
Reconstruction and Analysis (COBRA) (13), analise baseada em restricdes (descrita

na secao 1.3).

1.2.1 Reac0Oes quimicas e Enzimas

O mapa metabdlico pode ser visualizado, de forma genérica, como o conjunto
de todas as transformacdes quimicas (reacdes) que um organismo pode realizar
(23). Por isso, se faz necessario entender alguns fatores béasicos relacionados a
essas reacdes quimicas.

Uma reacdo quimica pode ser descrita de maneira simplificada como um
processo de transformacdo de um conjunto de metabdlitos (substratos - compostos
guimicos) em outros metabolitos (produtos — compostos quimicos) (24). A
representacdo grafica de uma reagcdo quimica € mostrada por uma equacao
separada por uma seta, onde o0s elementos anteriores a ela sdo os substratos, e os
elementos posteriores sdo os produtos (24). Por exemplo, na etapa final da glicélise,
uma enzima chamada piruvato quinase transfere um grupo fosfato de um substrato

(fosfoenolpiruvato) para outro substrato (ADP), gerando assim piruvato e ATP como
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produtos. A equacdo da reacdo descrita € mostrada abaixo, junto com sua

representacdo grafica da Figura 1.

ATP + Pyruvate <=> ADP + Phosphoenolpyruvate
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Figura 1 - Exemplo de reacao quimica retirado de (25).

Um produto de uma reacdo pode ser utilizado como substrato em outra, esse
comportamento produz sistemas encadeados de reacbes, que sao classificados
conforme suas cadeias e finalidades. Esses sistemas sdo chamados de vias
metabdlicas. (5,24).

A maioria das reaces de um organismo sao executadas lentamente, e essas
reagOes geralmente necessitam de um catalisador para acelerar o processo. Um
catalisador € um composto quimico capaz de acelerar uma reacdo sem que ela o
consuma no processo. Esses catalisadores de reagdes dos organismos sao
proteinas denominadas enzimas (24).

As enzimas sdo moléculas especificas e normalmente pode catalisar uma
reacdo, ou até mais de uma em alguns casos. O metabolismo de um organismo é
composto por uma grande quantidade de enzimas, incluindo algumas essenciais
para manter a sobrevivéncia da célula (23,24). Para uma bactéria por exemplo, pode
ser fatal a inativacdo de certas enzimas, assim prejudicando vias béasicas do
metabolismo. Por causa da grande quantidade de enzimas, adotou-se um padréo de
nomenclatura, esse padrdo chama-se Enzyme Comission Number (EC number ou
EC) (23,26). O EC number é um codigo formado por quatro campos numéricos
separados por ponto, e cada campo esta atrelado as informacdes funcionais que a
enzima exerce nos grupos de reacbBes contidos no metabolismo (23,26). Por
exemplo, a enzima tripeptide aminopeptidase tem o cddigo EC 3.4.11.4, onde o
namero 3 representa uma hidrolase (enzima que usa a agua para catalisar algumas
moléculas), o nimero 4, indica que atua sobre as ligacdes peptidicas, o 11 indica

gue sdo atuantes sobre o amino-terminal de aminoacidos de um polipeptideo, e o
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altimo numero, o 4 indica a¢do sobre o amino-terminal final de um tripeptideo (27). A

Tabela 1 lista os grupos funcionais de enzimas catalogadas (25).

CLASSE FUNCAO
EC1 Oxirredutases
EC2 Transferases
EC3 Hidrolases
EC4 Liases
EC5 Isomerases
EC6 Ligases

Tabela 1 - Classificagédo de enzimas e suas respectivas fungdes (24,26).

A regulamentacdo do padrdao de nomenclatura é de responsabilidade do

International Union of Biochemistry and Molecular Biology (UIBMB) (27).

1.2.2 Vias Metabdlicas

O conjunto de reagbes quimicas ligadas que exercem funcbes importantes
em um organismo é denominado Via Metabdlica. Por sua vez, toda via metabdlica é
determinada por enzimas estabelecidas pela formacdo genética de sua célula
(23,24). As diversas reacdes existentes em uma célula produzem uma gama de
produtos necessarios para o seu funcionamento e estes tém diferentes destinos
como reagentes. Portanto, existe uma interligacdo complexa entre as rea¢cdes de um
organismo. Para a viabilidade de analises e estudos das reacdes que fazem parte de
um determinado processo, as reacdes sao agrupadas em diversas vias metabdlicas.
Essas vias metabdlicas (processos) podem ser de dois tipos: vias de degradac¢éo ou
de sintese de compostos quimicos (24). Uma via metabdlica serve como ferramenta
de andlise e estudo, pois fornece um nivel variado de detalhes sobre processos
essenciais da ceélula: ela pode ter mais ou menos reacdes, abortar as reacdes em
um Unico organismo ou em um grupo, mostrar ligacdes com outras reacdes / vias,

entre muitos outros aspectos (24,28).

1.2.3 Protocolo de Reconstrucdo de Redes

A reconstrucdo de uma rede metabdlica pode ser executada a partir de
diferentes metodologias. Até 2010, nenhuma proposta de formalizacdo havia sido
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reconhecida na comunidade cientifica, quando Thiele e Palsson (7) propuseram um
protocolo. O método desenvolvido por esses autores propde passos detalhados a
serem seguidos para que se possa efetuar uma reconstrucdo de escala genémica
em alta qualidade. O documento apresenta um processo generalista para
reconstrucdo de redes metabolicas que tem como alvo a modelagem computacional
e inclui reconstrucdo e analises baseadas em restricées (7,13). Os passos propostos
pelo protocolo sdo quatro e ndo necessariamente devem ser seguidos de acordo
com uma ordenagcao fixa. A alternancia de alguns ndo compromete a qualidade geral
da reconstrucdo, entretanto, apresenta algumas limitacbes relativamente a
finalizacdo de todas etapas. A indicacdo do documento é que as duas primeiras
etapas do processo podem ser mescladas para reconstrucdes bacterianas com foco

no refinamento da reconstrucao (7,12).

Os guatros passos séo:

1- Reconstrugcédo Rascunho (Draft)

A primeira etapa, descrita como rascunho, consiste na obtencdo de
informacBes com ferramentas automatizadas, computacionais. O ponto de partida é
a anotacdo do genoma do organismo alvo, nesse caso a Pseudomonas aeruginosa
CCBH4851 (1). A partir da anotacdo genbOmica € possivel realizar analises
computacionais e inferir funcdes metabdlicas. Tais analises, por sua vez, utilizam
informacBes contidas em bases de dados globais, como KEGG, BRENDA,
Pseudomonas Genome DB, dentre outras (6,9,13,25). Nesse processo, algumas
informacdes podem ser incluidas de maneira errdbnea e outras podem estar ausentes
pela falta de informacdes na anotacdo ou devido a divergéncias nas bases de
dados. Por essa razdo, cada grupo de pesquisa cria suas proprias ferramentas
computacionais para lidar com esse problema, o que € negativo em se tratando da
padronizacdo da informacédo e formatacdo dos dados. Por outro lado, permite a

expansao de um novo campo de pesquisa (7,12,19).

2- Curadoria Manual

Nesta etapa o0 processo se faz de forma oposta a primeira. O trabalho é
desenvolvido de maneira completamente manual por especialistas na area (7).
Posteriormente a elaboragdo de um modelo gerado de forma automatica, o0s

especialistas procedem a uma reavaliacao e aperfeicoamento do modelo, revisando-
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0 gene por gene (19). Nesse processo, 0S genes tém sua posicdo na rede
metabdlica confirmados e também se levantam possiveis lacunas, gaps de genes
gue deveriam estar presentes e ndo estdo. Em particular, todas funcfes metabdlicas
e suas respectivas reacdes sdo confrontadas individualmente relativamente a
literatura disponivel para o organismo alvo (20). Ha necessidade de participacao de
especialistas experientes da area, pois nem toda anotacdo possui um score de
confiabilidade alto e a maioria dos bancos de dados bioquimicos sdo inconsistentes

e incompativeis (7,23).

3- Conversao Computacional / Matematica do Modelo

Depois de obter um resultado satisfatério nas etapas anteriores, ou seja,
construir um modelo que atende os objetivos de pesquisa relacionados ao
organismo (13,20), faz-se necessario converté-lo para formatos mateméaticos e
computacionais (13). E nessa fase que sdo escolhidos alguns parametros
importantes do modelo para a viabilidades de estudos pretendidos, tais como limite e
abrangéncia de escopo fenotipico (12). E importante observar que o modelo inicial
nem sempre € idéntico ao modelo final, pois com as inimeras curadorias iterativas

podem ser gerados modelos que diferem em escopo e limites no sistema (7).

4- Execucdo e Avaliacdo da Rede Metabdlica

Esse estagio do processo de reconstrucdo consiste na verificacdo, avaliacdo
e validacdo da rede metabdlica (7). O conjunto metabdlico (modelo) criado na etapa
de conversdo é posto em testes e um dos principais consiste em verificar se 0
modelo tem capacidade de sintetizar precursores de biomassa (aminoéacidos,
nucleotideos trifosfatos e lipidios), componentes basicos para duplicacdo da célula
(12,13,14). A partir destes testes sdo identificadas funcdes metabdlicas inexistentes
na reconstru¢do. Como o protocolo propde um processo iterativo, esses gaps podem
ser solucionados gradativamente (7). A decisdo acerca da parada desse processo
de iteratividade € levada em consideracéo o foco de estudo para qual a reconstrucao
se destina. Assim, o modelo se daria como concluido quando estivesse pronto para
uso em anélises.

A Figura 2 exibe os passos propostos pelo protocolo T&P (7).
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1. Draft Reconstruction Data assembly and Dissemination

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

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

4| Assembly of draft reconstruction. t

5| Collect of experimental data.

4. Network evaluation
‘ 43-44| Test if network is mass- and charge balanced.
45| Identify metabolic dead-ends.
2. Refinement of reconstruction 46-48| Gap analysis.
6| Determine and verify substrate and cofactor usage 49| Add missing exchange reactions to model.
7| Obtain neutral formula for each metabolite. 50| Set exchange constraints fora simulation condition.
8| Determine the charged formula. 51-58| Test for stoichiometrically balanced cycles.
9| Calculate reaction stoichiometry. 59| Re-compute gap list.
10| Determine reaction directionality. 60-65| Test if biomass precursors can be produced in standard medium
11| Add information for gene and reaction localization. 66| Test if biomass precursors can be produced in other growth media.
12| Add subsystems information. 67-75| Test if model can produce known secretion products
13| Verify gene-protein-reaction association. 76-78| Check for blocked reactions.
14| Add metabolite identifier. 79-80| Compute single gene deletion phenotypes
15| Determine and add confidence score. 81-82| Test for known incapabilites of the organism.
16/ Add references and notes. 83| Compare predicted physiological properties with known properties.
17| Flag information from other organisms. 84-87| Test if the model can grow fast enough.
18| Repeat Step 6 to 17 forall genes. 88-94| Test if the model grows too fast.

19] Add spontaneous reactions to the reconstruction.

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

22| Add intracellular transport reactions.

23| Draw metabolic map (optional). 3. Conversion of reconstruction
24 -32| Determine biomass composition. into computable format

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

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

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

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

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

Figura 2 - Protocolo de Reconstrucdo de Redes Metabdlicas retirado de (7).

1.3 COnstraint-Based Reconstruction and Analysis — COBRA

Apoés as conclusdes dos primeiros projetos de sequenciamento de genomas
bacterianos, o entendimento da relacdo gendétipo-fenoétipo comecou a mudar (29). As
sequéncias completas de genes formam um conjunto de informac¢des abrangentes,
relacionados aos elementos genéticos que definem um organismo. Para a
compreensao desses processos celulares complexos, como o metabolismo, por
exemplo, bases de conhecimento foram surgindo com variadas representacfes
matematicas/computacionais (5). As representacdes matematicas possibilitam
calculos referentes aos estados fenotipicos com base em parametros genéticos e
ambientais. Eminentemente, representacfes mecanicistas da relacdo genotipo-
fendtipo metabdlico microbiano sao criadas (29,30).

Os modelos de redes metabolicas em escala genbmica baseados em
restricbes armazenam a relacdo genotipo-fenotipo, considerando simultaneamente
restricdes fenotipicas impostas pelas leis fisico-quimicas e pela genética. Essa area
de pesquisa surgiu a partir da percepgdo de que as rela¢cdes quantitativas genaotipo-

fendtipo poderiam ser criadas utilizando genomas. A enorme producédo de dados
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gerados a partir dos estudos de genomas acelerou o desenvolvimento de métodos
de reconstrucdo baseados em restricbes e ferramentas de analise de redes
metabdlicas. Todo esse arsenal foi reunido em um poderoso framework analitico, o
COBRA (COnstraint-Based Reconstruction and Analysis) (30,31).

O COBRA possui alguns conceitos importantes para o entendimento da
biologia de sistemas inerente aos modelos. Tais conceitos incluem: 1) imposicéo de
restricbes fisico-quimicas que limitam o fenotipo computavel (Figura 3.a-d); 2) a
identificacdo e descricdo matematica/computacional de pressbes seletivas
evolutivas, como condigdes ambientais (Figura 3.e) e 3) um entendimento de escala
gendmica do metabolismo celular caracterizando todos produtos metabdlitos de uma
célula (Figura 3.f). Tais conceitos podem ser satisfatoriamente representados como

na Figura 2, abaixo:
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Figura 3 - Conceitos fundamentais dos métodos COBRA retirado de (32).
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Na Figura 3.a (14,32) uma mistura complexa de moléculas (vermelho) pode
interagir e reagir para produzir produtos finais. O fluxo de reacdes do metabolismo é
representado matematicamente por uma matriz estequiométrica (Figura 3.b). As
colunas representam a estequiometrias das reacdes e valores positivos e negativos
representam produtos e reagentes respectivamente. O fluxo de cada reacdo é
limitado pela termodinamica e pelas capacidades cataliticas do modelo (Vm = Vmax),
e essas sao descritas pelos limites inferiores e superiores de cada reacdo (Figura
3.b - verde). O “espacgo de solugdes” € formado por todas as distribuicdes possiveis
e sao resultados das restricbes de reacdes existentes do modelo (Figura 3.c).
Restricbes adicionais podem reduzir ainda mais o “espago de solugdes”. Como
exemplo desse tipo de restricdo, tem-se balanco de massa, suposicdo de estado
estacionario e taxas de consumo de metabdlitos.

Uma das fungdes cruciais do COBRA, a funcéo objetivo (reacdo de biomassa,
nesse caso), descreve uma pressao evolutiva que possibilita o crescimento
microbiano. Além disso, também detalha as demandas metabdlicas que dao suporte
basico a construcdo de produtos mais elaborados de componentes essenciais
celulares, como membranas, macromoléculas e ATP (Figura 3.e).

Por fim, na Figura 3.f, a associacdo do genoma com o modelo metabdlico é
feita através da representacdo matemética do genoma transcrito, proteinas e
reacoes. Esse tipo de esquema, comumente conhecido como associacdo Gene-
Proteina-Reacédo (GPR), é bastante utilizado para descrever a associacdo de genes
nos modelos e fornece uma interface rica para integracdo de informacdes
(29,30,33).

1.3.1 Flux Balance Analisys (FBA)

Um dos principais métodos do framework COBRA é o Flux Balance Analysis
(FBA), também conhecido como Andlise de Balanco de Fluxo (ABF) (34). Em
meados da década de 90 essa metodologia comecou a ser amplamente utilizada
para auxiliar pesquisadores na reconstrucdo de modelos metabdlicos. O FBA foi
desenvolvido por Bernhard Palsson, em um laboratério na Universidade da
Califérnia, em San Diego (29). O FBA utiliza a otimizacdo linear (4rea da
matematica) para calcular o fluxo de rea¢cdes do modelo no estado estacionario, sem
levar em consideracdo os parametros cinéticos (30). Uma das tarefas do FBA é a
tentativa de prever a taxa de crescimento do organismo representado no modelo
reconstruido. O FBA também simula a taxa de producédo de um ou mais metabolitos
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da rede. O estado da rede é representado pelo conjunto de reacbes, que €
interpretado como sendo um unico fluxo subdividido em modulos (reacdes). Cada
reacao tem a sua entrada (substratos) e sua saida (produtos) e a soma dos fluxos
da entrada de metabdlitos sempre serd igual a soma do fluxo de saida, formando
uma corrente continua de processamento de metabdlitos (34).

No FBA, os fluxos metabdlicos séo apresentados matematicamente como um
problema de programacao linear. Através de uma funcdo objetivo que devera ser
otimizada, os fluxos de todas as reacdes sao estratificados e maximizados como a
solucéo do problema. Em modelos metabdlicos, geralmente, a reacdo de biomassa
€ escolhida como funcdo objetivo para a simulacdo da taxa de crescimento. Na
pratica, a reacao de biomassa subtrai os metabolitos precursores no meio (simulado)
para produzir biomassa e o organismo se duplicar. Os valores de fluxo para esse
tipo de simulagéo sao normalizados em peso celular seco por hora por milimoles por
grama (mmol/g DCW/h) (34).

Apresenta-se uma implementacdo pratica em um modelo metabdlico artificial
de célula hipotética para demonstrar os conceitos por tras do FBA. O modelo é
representado por M = 7 metabdlitos e N = 12 reac¢les, das quais: a) cinco ocorrem
dentro da célula, b) seis transportam metabdlitos para o interior da célula e ¢) uma é
a pseudo-reacdo que representa o acumulo de metabdlicos precursores de
biomassa (15,35). A Figura 4 apresenta a representacdo do mapa metabdlico

relacionado aos pseudogenes.

(R1,gl) ml e - ml

(R2,gl) ml - ml e

(R3,g2) m2 ¢ —» m2

(R4,g2) m2 - m2 e

(R5,g3) m3 ¢ —» m3

(R6,g4) m4 — m4 e

(R7,25) 2 m2+ m3 — ml + m4
(R8,g6) m1+3 m3 — 2 m5
(R9,g7) m5 +m2 — mb6
(R10,g7) m6 — m5 + m2
(R11,g8) m5 +2 m6 — m7 + ml
(R12, ) 0.3 m5 +0.54 m6 +0.16 m7 — Cell biomass

Figura 4 - Rede metabdlica artificial de uma célula hipotética retirado de (15).
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As reacgdes ocorrem simultaneamente dentro da célula e as concentragfes de
metabdlitos sdo alteradas no tempo como resultado da diferenca entre suas taxas de
consumo e sintese de todas as rea¢cfes que participam do processo de geracao de
biomassa (15). Adotando a taxa de fluxo da reacao j como fj e estequiometria do
metabdlito i na reacdo j como Sji, onde o metabdlito com valor zero esta ausente,
com valor negativo € um substrato e valor positivo € um produto. Pode-se afirmar
gue a concentracdo de metabdlito i avanca ao logo do tempo. Entdo, a formulacéo

matematica da descri¢cdo pode ser dada pela equacgéo abaixo.

N
= Z Sij f,r' -

j=1

d [m;]

dt

Para rede hipotética exposta acima descreve-se a evolucdo temporal das
concentracfes de metabdlitos do modelo hipotético como um conjunto de equacdes

diferenciais (Figura 5.a) e através de uma matriz estequiométricas (Figura 5.b).
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Figura 5 - Representacdo do modelo hipotético através de equacdes
diferenciais (a) e um matriz estequiométrica (b) retirado de (15).

Uma reconstrucdo metabolica de um genoma, geralmente, tem milhares de
reacoes e metabolitos, o que torna inviavel a solucdo através de conjuntos de
equacOes diferenciais (15). Entretanto, para organismos que crescem em estado
estacionario, o tempo ndo é um fator que influencia as concentragcées de metabdlitos
no meio (6,12,35,36). Portanto, o conjunto de equacdes podem ser compactados

para a expressao:
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A equacgao, por sua vez, pode ser escrita em uma notacao reduzida como
Sf=0
Essa equacdo representa um conjunto linear de equacgfes integradas em
fluxo, simplificando a resolucdo do problema. Por causa do maior nimero de

reacfes do que metabdlitos, o problema possui multiplas solucdes, que reflete as

diversas estratégias de geracdo de biomassa dos organismos (12,34,35).

1.3.2 Analise e Preenchimento de Lacunas (Gapfilling)

A andlise de preenchimento de lacunas é uma etapa muito importante na
reconstrucdo de modelos de redes metabdlicas. Consiste em utilizar ferramentas
computacionais / matematicas para verificacdo de informacbes referentes ao
modelo. Uma das possibilidades de analise, é executar algoritmos para comparar
um modelo reconstruido (source) com o outro em reconstrucao (target), e buscar
reacoes faltantes para simulacdo de geracdo de biomassa com valor acima de zero.
Este tipo de processamento existe em ferramentas como o COBRApy (pacote
COBRA para a linguagem Python) (14). O método faz o preenchimento do gap do
modelo e descobre quais reacdes precisam ser adicionadas a um modelo para
torna-lo viavel (taxa de biomassa > 0). O COBRApy tem uma implementacdo de
preenchimento de lacunas muito semelhante a de Reed et al (30), onde usa-se o
recurso de programacao linear inteira mista para descobrir o0 menor nimero de
reacoes que precisam ser adicionadas para uma colecao de reacdes definida pelo

usuério, ou seja, um modelo universal (30).

1.3.3 COBRApy (COBRA for Python)

O COBRA toolbox é uma das implementac¢fes do framework COBRA, e foi
desenvolvido inicialmente para integragdo com o MATLAB, propondo disponibilizar
computacionalmente os métodos através de uma interface de alto nivel de abstragéo
(14). O avango e sucesso desta ferramenta fizeram do atual COBRA toolbox uma

estrutura padrdo para modelagem baseadas em restricbes do modelo. Para
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alavancar ainda mais a pesquisa baseada em métodos COBRA, houve expansédo
para outras linguagens de programacao (13,14,33). Uma das implementacbes
alternativas ao COBRA toolbox € o COBRApy (14), que € um pacote de métodos
COBRA escritos na linguagem de programacgdo Python. Sua principal diferenca é
sua implementacao, que tem como base o paradigma orientado a objetos. Portanto
sua arquitetura disponibiliza os métodos COBRA através de classes, atributos e
meétodos bem definidos. Para os pesquisadores, abre novas possibilidades, pois ndo
ficardo atrelados a uma ferramenta proprietaria como o MATLAB. O COBRApy é
totalmente livre e regido pela lei GNU, qualquer pessoa pode pegar seu codigo,

alterar e utilizar sem qualquer preocupacao com direitos autorais (14).

1.4 Representacdo e Armazenamento de Dados Bioldgicos

Depois do mapeamento das vias metabdlicas e suas respectivas reacdes, um
estudo requer uma maneira de se representar e armazenar o modelo da rede
metabdlica. Diferentes estudos (37) utilizam um ou dois formatos de representacao.
Quando se trata de representacao visual, pesquisadores preferem utilizar Grafos.
Como material para entrada de dados em ferramentas computacionais de analise de
redes, a escolha é a Linguagem de Marcacao para Sistemas Biologicos (SBML)
(37). O SBML também foi a escolha nesta investigacao.

Outra opcdo de armazenamento para as informacbes geradas, foi a
construcdo de uma base de conhecimento, a qual serd estruturada com base em
conceitos em outras bases de conhecimento, como o KEGG e o Pseudomonas

Genoma DB (26,38). As tecnologias citadas sdo descritas nas sessfes 1.4.1 e 1.4.2.

1.4.1 Systems Biology Markup Language (SBML)

eXtensible Markup Language (XML) € uma linguagem criada a partir da
demanda de navegacéo e troca de informacdes pelos sistemas WEB (39). Sua base
foi, assim como o Hipertexto Markup Language (HTML), a Standard Generalized
Language (SGML). Sua sintaxe, diferentemente das outras, fornece significado ao
texto marcado para detalhamento do mesmo. Duas caracteristicas mais importantes
definem seu grande sucesso e adocao por sistemas computacionais: primeiro, é
definida como uma ‘linguagem de marcagao extensivel’, entretanto, € uma
linguagem de meta-marcagdo, isto €, sua principal funcionalidade é definir outras

linguagens de marcacao; segundo, em outras linguagens de marcacéo, limita-se a
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descrever a estrutura légica de um documento e como essa estrutura sera
apresentada. Diferentemente, o XML pode definir a semantica de dados de forma
generalista, deixando o projetista escolher tais informacdes (39).

A SBML é uma dessas linguagens baseadas em XML (37), com grande
namero de ferramentas computacionais sendo desenvolvidas nos ultimos anos. Com
isto, surgiu a necessidade de um padrao de troca e representacdo de modelos redes
de reacdes bioldgicas. O padrdo SBML atualmente encontra-se no Level 3 versao 2.
Nessa versdao hé informacfes detalhadas de componentes do modelo, tais como:
compartimento, substratos e produtos, reacdes, parametros globais do modelo,
definicdo de unidades de medida, associacbes Gene-Proteina-Reacdo (GPR), e
extensdes de informacdes para sua leitura e processamento por pacotes

computacionais de analise (40).

1.4.2 Bases de Dados Bioldgicos

As bases de dados biolégicas sé@o produtos de longas pesquisas em
bioinformética e representam avancos significativos na area de modelagem de redes
metabdlicas (5). Todas reconstrucdes de redes atualmente utilizam em larga escala
estes recursos (7,12,15). Nesta secao serdo citadas as bases que contribuiram de

forma decisiva para a concluséo deste trabalho.

1.4.2.1 Pseudomonas Genome DB e PseudoCAP

O Pseudomonas Genome DB é um banco de dados mantido pela
comunidade académica para o estudo da bactéria Pseudomonas aeruginosa (38). O
projeto iniciou-se pelo financiamento das empresas Cystic Fibrosis Foundation e a
PathoGenesis Corporation (41). O objetivo proposto era reunir uma forca tarefa para
0 sequenciamento e a anotacdo do genoma da bactéria Pseudomonas aeruginosa
PAOl. A anotacdo envolveu diversos pesquisadores da PathoGenesis e dos
cientistas do Projeto Pseudomonas aeruginosa Community Annotation
(PseudoCAP), entre outras coisas, ligacdes de outros dados externos a pesquisa
(38,41).

A base de dados €, atualmente, repositorio para diversas informacdes sobre
Pseudomas aeruginosa, incluindo armazenamento de modelos de redes metabdlicas
curados e nao curados (draft), anotacbes de genomas, links e cruzamentos de
dados para outras plataformas de dados bioldgicos, tabelas de conversbes de IDs

de genes, entres outras coisas (41).
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1.4.2.2 KEGG

O Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes, mais conhecido como KEGG,
€ outra base de dados biologicos bastante conhecida e utilizada pela comunidade
cientifica (26). E uma base de conhecimento que fornece uma forma sistémica de
andlise das funcdes genéticas, fornecendo um apanhado de referéncias cruzadas
para varios outros tipos de andlises. Como exemplos, podem ser mencionadas as
informacBes gendmicas que sdo armazenadas no banco de dados de genes, o0s
quais por sua vez compdem inumeras colecbes de genomas parcial ou
completamente sequenciados (26). O KEGG teve sua origem no Japéo, iniciado no
ambito do Programa Human Genome Program do ministério da educacéo. Todos os
dados do projeto sdo disponibilizados através de plataformas sistémicas sobre
servigcos web (APIs de acesso) chamado de GenomeNet service. Os dois modulos
mais importantes sdo o KEGG GENE e o KEGG PATHWAY.

O KEGG GENE sdo colegcbes de genomas e seus genes, reunindo
informacBes adicionais de proteinas, reacfes e componentes (metabdlitos das
reacoes). O KEGG PATHWAY fornece informacdes para representacao de funcoes
de ordem superior em termos da rede de moléculas interagentes. Qualquer usuario
pode acessar o sistema KEGG através de uma via funcional (modo top-down), ou

iniciar a busca a partir de informacfes genémicas (modo bottom-up) (25).

1.5 Sistemas WEB e Aspectos Tecnoldgicos

Sistema WEB séo aplicagcdes que utilizam tecnologias criadas para internet
como interface para o usuario ter acesso. O desenvolvimento de sistemas WEB
envolve linguagens de programacdo, acesso a banco de dados, entres outras
tecnologias. Diferentemente, os websites consistem em documentos indexados e
enderecados através de um servidor de nomes (DNS). No periodo anterior ao
surgimento da internet, os tipos de sistemas existentes consistiam em aplicacdes
para desktop, instalaveis em cada computador (42).

A evolucéo da tecnologia e dos protocolos de seguranca de acesso a internet
popularizaram o desenvolvimento de Sistemas WEB. Algumas das vantagens de se
ter um sistema na plataforma web sé&o:

e Facilidade de instalacdo e manutencao;

e Facilidade para acesso dos usuarios;
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e Descentralizacdo dos recursos computacionais;

e Designer responsivo (adaptativo) para acesso de multiplos dispositivos;

Para o desenvolvimento de Sistemas WEB existem inumeras opcoes
disponiveis, tais como Java (Oracle), .NET Framework (Microsoft), Python, Apache
Foundation, entre outras. Java e .NET Framework sdo mais antigas e consolidadas

atualmente, mas outras como o Python vem ganhando seu espaco (43).

1.5.1 Java EE

O Java EE, conhecido anteriormente como J2EE, é uma plataforma lancada
para suprir as necessidades de implementacdo de um servidor de aplicacdes
robusto. E considerado informalmente um padrdo, embora, na realidade, seja
definido por uma especificacdo. Pode-se afirmar ainda a plataforma Java EE como o
ambiente mais relevante para desenvolvimento e execucdo de aplicacdes
comerciais, pois prové escalabilidade, interoperabilidade, seguranca e
confiabilidade, o que facilita aos desenvolvedores de software a construcdo de

modelos de aplicacdes comerciais complexas e distribuidas (42,43,44).

O padréo Java EE consiste em:

= Regras de construcao para desenvolver aplicacbes comerciais.

= Uma implementacdo de referéncia para disponibilizar um modelo
operacional do Java EE.

= Um conjunto de testes de compatibilidade para que terceiros possam
verificar a qualidade do funcionamento de seus produtos com o padrao.

= Diversas APIs (Application Programming Interface) para disponibilizar o
acesso genérico para recursos comerciais e de infraestrutura.

= Tecnologias para simplificar o desenvolvimento em Java no ambito
comercial, distribuido, tolerante a falhas e multicamadas, amplamente

baseado em componentizacéo.

Ainda que se pudessem executar remotamente aplicativos desenvolvidos em

Java nos servidores na ocasido do lancamento da linguagem Java, ndo havia

inicialmente um padrdo especificado e desenvolvido pela Sun disponivel para

execucao de tais aplicagcdes remotamente em servidores (42,44). Isto porque o Java

— originalmente denominado como Oak — foi criado para ser uma linguagem de
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software para o desenvolvimento apenas de aplicacbes domésticas e outros
dispositivos afins.

Com a progressao da Internet, a linguagem também evoluiu adquirindo novas
ferramentas para o desenvolvimento no lado do cliente, como applets — mini
aplicativos para executar no navegador e JavaBeans — classes com codificacdo
padronizada. Posteriormente, diversas especificacdes de APIs foram incluidas na
plataforma, assim como o Java Database Connectivity (JDBC) — driver API para
conexdo de banco de dados, gerenciamento e operacbes com banco de dados.
Todas estas inovacgdes tinham o propdsito de suprir necessidades do mercado para
acesso aos recursos exigidos pelas aplicacdes comerciais (44).

Contudo, ficou bastante explicito apds a introducdo do Java que seu uso ho
lado do cliente em um ambiente de sistemas baseados em navegador (sistemas
WEB) néo era viavel. Assim, a Sun enfrentou varios desafios, como a laténcia no
carregamento remoto do servidor de bibliotecas Java para que uma aplicacdo
pudesse ser executada no lado do cliente (42,43).

A simplicidade do Java, a arquitetura independente de plataforma e o
conjunto de APIs disponiveis, assim como sua conformagdo com a WEB bem
definida, eram pontos positivos para 0 seu sucesso no desenvolvimento de
softwares comerciais. Foram estas caracteristicas juntamente com a facilidade de
adicionar as tecnologias do Java as paginas HTML, padrées em WEB Sites, que
levaram a uma ampla utilizacdo do Java para desenvolvimento centrado para WEB.
Compreendendo tal fato, juntamente com a ascensdao do uso de Java para
aplicacdes baseadas na WEB, a Sun, para o0 aproveitamento deste potencial,
verificou que se fazia necessaria a adaptacdo da linguagem Java a WEB para que
aplicativos no lado cliente pudessem ser executados remotamente em um servidor
(42,43,44).

1.5.2 BioJava

O BioJava é um projeto de codigo aberto (dirigido por comunidade) que
implementa uma biblioteca (API) para processamento de dados biologicos através
da linguagem Java. A API é dividas em inumeros moédulos (pacotes) independentes.
Os modulos séo divididos por funcionalidades e ou areas de estudos da biologia. Os
modulos e suas respectivas funcionalidade séo (45):

e Core (nucleo da API) — fornece classes que representam sequencias de

nucleotideos e aminoéacidos, e seus relacionamentos;
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e Estrutura de proteinas — fornece ferramentas (métodos) para representar e
manipular estruturas biomoleculares 3D e comparacédo da estrutura de
proteinas;

e Genoma e sequenciamento — fornece classes que representam
sequencias génicas e diversos formatos de arquivos com diferentes
padrdes de escrita;

e Alinhamento — fornece algoritmos para processamento de alinhamentos
de sequéncias;

e ModFinder — fornece métodos para identificar e classificar modificac6es de
proteinas em estruturas de proteina 3D;

e Propriedades de aminoacidos - fornece uma gama analise de
propriedades fisico-quimicas para as proteinas;

e Desordem de proteinas — fornece algoritmos para previsdo de regides
desordenadas de proteinas;

e Servico WEB - fornece chamadas para métodos remotos de servicos de

bioinforméatica através da utilizagdo do protocolo REST;

A biblioteca BioJava encontra-se na versao trés e a sua utilizacado possibilita
um nivel alto de suporte para o desenvolvimento de sistemas que envolvem dados
biolégicos em Java, pois fornece uma plataforma variada de processamento de
informacBes bioldégicas em alto desempenho. A API pode ser acessada e esta

disponivel para download em http://www.open-bio.org, assim como as outras

implementacgdes feitas pela Open Bioinformatics Foundation (OBF) (45).

1.5.3 Jsoup (HTML Parser)

7

O parser é um analisador sintatico que processa uma entrada de dados.
Geralmente um texto reconhecivel por humanos que possuem certas regras
especificas, e monta uma estrutura de como é sua composi¢ao (44,46). Um HTML
Parser € um tipo de parser, entretanto, suas regras sdo configuradas para
manipulagdo de arquivos do tipo HTML (43,44). O Jsoup € uma API Java que
implementa classes e métodos em linguagem de programacao Java para extrair e
manipular dados de arquivos HTML, por tanto € considerado um HTML Parser para
a linguagem Java (46). O Jsoup traz as seguintes funcbes de manipulacdo de

arquivos HTML.:

37


https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=pt-BR&rurl=translate.google.com&sl=en&sp=nmt4&tl=pt-BR&u=http://www.open-bio.org/&xid=17259,15700023,15700124,15700149,15700168,15700186,15700191,15700201,15700208&usg=ALkJrhiGwMjvmGzh_ActpSU7TradBPaTMQ

e Leitura e analise de arquivos HTML de um URL, arquivo ou cadeias de
caracteres;

e Localizar e extrair dados, usando seletores de passagem DOM ou CSS;

e Manipular os elementos HTML, atributos e texto;

e Limpar o conteudo enviado pelo usuério contra uma lista segura de white
lists, para evitar ataques XSS;

e Organizacao de arquivos de saida do tipo HTML,;

1.5.4 Jsbml

O SBML (Systems Biology Markup Language) € a linguagem de marcacao
padrdo, baseada em XML (eXtensible Markup Language), para armazenamento e
troca de modelos computacionais quantitativos em biologia de sistemas (37). O
SBML € suportado por mais de 210 pacotes de softwares, esse indice alto de
referéncias € caracterizado pelas regras bem definidas e simplificadas, incluindo a
disponibilidade de sua solida API libSBML (47). A API |[ibSBML, em até certo
momento, tinha sua implementacdo nativa somente em linguagem C/C++, com
interfaces (JNI - Java Native Interface) que davam suporte ao uso em outras
linguagens de programacdo. Esse tipo de abordagem trazia um certo nivel de
dificuldade para os desenvolvedores Java, pois sua compatibilidade ndo é simples
para ser incorporada em qualquer aplicacao (37,47,48).

Alguns grupos iniciaram suas proprias implementacdes nativas em Java, afim
de ter total suporte aos algoritmos e métodos de processamento de arquivos do tipo
SBML. Um tempo depois, varios desses grupos se juntaram para desenvolver em
conjunto uma biblioteca Unica, evitando duplicacbes, para o processamento de
arquivos SBML. Desse esforco surgiu o JSBML (Java Systems Biology Markup
Language), uma API totalmente implementada em Java (nativa) e Open Source sob
os termos LGPL 2.1 (Library General Public License) (47).

1.6 Justificativa

O aumento de casos de infeccbes hospitalares no Brasil causado por
bactérias resistente a antibiéticos requer novas pesquisas que sirvam a elaboragao

de alternativas de terapia (3). Uma das abordagens de pesquisa utilizadas na
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biologia para construcdo de conhecimento é a empirica, executada através de
experimentos observaveis e sem inferéncia da dinamicidade em torno do sistema
biolégico. Em contrapartida, existem abordagens tedricas que visam construir
modelos matematicos / computacionais que, embora sejam precisos, muitas vezes
ndo representam de forma fidedigna o sistema biolégico real (5,6). Quando estas
duas abordagens sdo tratadas com uma inter-relacdo estreita, os resultados se
mostram mais promissores. Este trabalho realizou a primeira reconstru¢cdo do
modelo metabdlico da bactéria (1).

Essa primeira reconstrucdo ir4 tornar viavel uma série de estudos e
aplicacoes de métodos matematicos/computacionais a fim de criar versées de
modelos computacionais. Tais modelos dardo suporte ao avanco da compreensao
de numerosos processos biolégicos do organismo que esta sendo representado. Os
modelos de referéncia possuem uma série de vantagens para as pesquisas
experimentais, dentre elas a simulacdo do desenvolvimento rapido do ciclo de vida e
os testes de restricdo de expressdo de genes (nocautes), entre outras analises que
se feitas em laboratério demandariam tempo muito mais elevado (6,7,12). Uma
possibilidade concreta de utilizacao atual das versdes de modelos gerados seria a
identificacdo de novos alvos terapéuticos através do uso de sistemas como O
FindTargetsWeb (9).

Uma outra abordagem computacional € o modelo computacional integrado de
célula inteira (28). Trata-se de abordagem mais complexa, composta por diversos
modelos que compdem cada processo da célula. Tais modelos se integram para
formar uma Unica representacdo computacional da célula inteira. Esse tipo de
abordagem esta sendo desenvolvida por outros projetos. O modelo de rede
metabdlica desenvolvido pode vir a ser um dos futuros médulos integrados. Isso ir4
viabilizar estudos relacionados aos mecanismos de resisténcia a antibiéticos

apresentados pela bactéria (12,28).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Executar uma reconstrucao da rede metabodlica da Pseudomonas aeruginosa

CCBH4851 que simule a geracdo de biomassa acima de zero.

2.2 Objetivos Especificos

e Empreender releitura do método de Thiele e Palsson e desenvolver uma
metodologia simplificada para a reconstrucao da rede (7).

e Desenvolver uma ferramenta (sistema web) para execugcdo da
reconstrucdo automatizada do modelo de rede metabdlica da P.
aeruginosa CCBH43851.

¢ Desenvolver uma segunda ferramenta computacional (sistema web) para
a curadoria da rede obtida através da reconstrucdo automatizada.

e Aplicar ferramentas computacionais existentes para uma avaliacao

preliminar de geracdo de biomassa da rede reconstruida (14,34).
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3 MATERIAL E METODOS

Neste capitulo € discutido o método criado pela adaptacdo da releitura do
protocolo T&P para a reconstrucdo da rede metabdlica (objetivo principal), assim
como as ferramentas computacionais desenvolvidas para possibilitar a aplicacao do
método. Inicialmente, caracteriza-se de modo geral o método. Na secédo 3.1,
descreve-se a reconstrucao automatizada e o sistema NETGen. A secédo 3.2 aborda
a curadoria assistida com o sistema CurSystem. A secdo 3.3 detalha a avaliagcéo
preliminar empreendida através de ferramentas computacionais. Por fim, na secao
3.4, expbe-se onde as informacbes geradas foram armazenadas, ou seja, a
arquitetura da base de conhecimento que integra todas ferramentas do método.

O trabalho teve como ponto de partida o resultado do Gltimo sequenciamento
e anotacao do genoma da bactéria Pseudomonas aeruginosa CCBH4851, disponivel

no portal Pseudomonas (http:/pseudomonas.procc.fiocruz.br/index.php/data/p-

aeruginosa-ccbh-4851). O tipo de abordagem utilizada para a reconstrugcédo adotou o

protocolo indicado para o desenvolvimento de modelos metabdlicos em escala
gendmica. O processo completo descrito pelo protocolo é dividido em quatro fases
principais: a primeira fase consiste na criacdo de um modelo draft; a segunda fase,
na cura manual; a terceira, na conversdo para um formato
matematico/computacional; e a Ultima, na avaliacdo da rede (7). Porém, no contexto
de execucgdo deste trabalho, ndo houve tempo hébil para sua aplicacdo completa.
Por esse motivo, estabeleceu-se uma adaptacdo do protocolo que objetivou sua
simplificacdo. Isto implicou em uma reducéo aos seus dois primeiros passos, com
uma avaliacdo preliminar de geracdo de biomassa que consiste na aplicacdo de
métodos matematicos e computacionais para verificar se o0 modelo gera célculos de
biomassa coerentes com 0s sistemas biolégicos, e essencialmente valores acima de
zero (28).

A Figura 6 exibe todos os passos da metodologia adaptada pelo presente
trabalho.
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* Entrada via SBML (saida sistemas)
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* Base de Conhecimento

Reconstrugdo Inicial Avaliagdo preliminar
(automatizada) dos Resultados

Figura 6 - Passos da metodologia adaptada de Reconstrucéo de Redes
Metabolicas feitas a partir do protocolo T&P (7)

O protocolo T&P sugere uma metodologia genérica (7), indicando
detalhadamente as fases a serem percorridas para uma reconstrugdo de qualidade.
Entretanto, a execugédo de todas elas ultrapassa o escopo desta pesquisa. Assim,
todas as fases foram adaptadas para a especificidade do organismo alvo da
reconstrucdo, gerando uma metodologia propria. Entre as adaptacdes, houve a
necessidade de criacdo das préprias ferramentas computacionais para a execugao
das etapas um e dois, obtendo-se como produto dois sistemas web que futuramente
poderdo ser utilizados ou adaptados para outros organismos alvos e nao somente a
bactéria Pseudomonas aeruginosa CCBH4851 (1).

A seguir, a uma descricdo detalhada das etapas e suas respectivas
adaptacdes, incluindo a ferramentas geradas (sistemas).

3.1 Etapal - Reconstrucao inicial (draft)

A reconstrucdo inicial € crucial e é através da anotacdo do genoma da
Pseudomonas aeruginosa CCBH4851 (1) que o processo se instaura. Esta € a
principal entrada do sistema de geracdo de rede, sistema web de reconstrucao
NETGen. A reconstrucdo é feita por meio de dois algoritmos importantes: o primeiro
efetua andlise e comparacdo da anotacdo do genoma com modelos
matematicos/computacionais gerados em outras reconstrucdes de redes
metabdlicas de outros microrganismos, como é o caso da Pseudomonas aeruginosa

PAO1 (12) e Mycoplasma genitalium (28). A recomendagéo do protocolo T&P € que
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sempre se inicie por esse passo (7). Quando ha um modelo de referéncia curado
disponivel, que € o caso deste trabalho com o0 modelo da Pseudomonas aeruginosa
PAOL1 (6,12,36), obtém-se muitas informacdes valiosas por causa das semelhancas
morfoldgicas, fisioldgicas e da maioria de suas vias metabdlicas (7). O segundo
algoritmo, também utiliza os dados da anotacdo gendmica, e efetua uma busca
automatica exaustiva por reacdes da rede metabdlica em bases de dados
especializadas em informacdes de vias metabdlicas, como o0 KEGG, BRENDA e o
Pseudomonas DB (25,38,49). Essas bases de dados irdo auxiliar no fornecimento de
informagdes acerca das reagfes da Pseudomonas aeruginosa CCBH4851 que nao
foram encontradas no primeiro algoritmo. Ao encontrar qualquer tipo de informacéo
associada, os algoritmos a armazenam junto as informac¢des colhidas no primeiro
algoritmo, constituindo uma Base de Conhecimento. Esta base € um dos produtos
desenvolvidos para servir de repositério da P. aeruginosa CCBH4851.

3.1.1 NETGen - Sistema web de Geracdo de Redes Metabdlicas

O NETGen surgiu por conta de uma necessidade especifica para geracdo de
rede metabdlica da Pseudomonas aeruginosa CCBH4851. Existem alguns sistemas
de reconstrucdo de redes disponiveis, como o BiGG, o BioModelsDB, o ModelSEED
e outros ainda em desenvolvimento. Porém, cada qual com suas caracteristicas
(50), estdo ainda distantes da entrega de um suporte abrangente de compatibilidade
para modelagens de diferentes organismos. Este fato motivou o desenvolvimento do
NETGen.

A arquitetura do sistema NETGen foi pensada e estruturada para possibilitar a
compatibilidade entre diferentes APIs disponiveis de interfaces que processam
dados bioldgicos. A linguagem utilizada como default (ndo € a Unica) foi Java com a
extensdo do padrdo Java EE, a qual disponibiliza recursos para modularizacdo e
desenvolvimento de software web corporativo (43,51). Como mostrado na Figura 7,
0 NETGen tem passos bem definidos que vao desde a leitura de arquivos com 0s
formatos GBK e SBML como entrada, até a criacdo, analise, exportacdo e envio do
novo modelo para o usuario responsavel pela reconstrucao (37,52). Permeando todo
0 processo de execucdo, pode-se citar a referéncia e a inclusdo de APIs de
pesquisa bem solidas, como por exemplo a BioJava (processamento de informacdes
em arquivos de dados biologicos) e a JSBML (API para processamento de arquivos
SBML escrita em Java) (47). Outra inclusdo utilizada para o processo € integracao
com a linguagem Python, para execucdo do pacote COBRApy e suporte da andlise
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prévia do modelo gerado e enviado para usuario. Os dois algoritmos desenvolvidos

sao descritos nos proximos paragrafos (14).

GBK File
Anotation

SBML File
Reference

3
BioJava API JSBML API
"- )
Comparison ; <
Algorithm =
A
Knowledge
Data Base

KEGG API

Search External
Algorithm

<
<

The Comprehensive Enzyme Ifffokation System

<htf NI>

JSoup API v .
3 =

| JBMEL,
JSBML API

SBML File
Reference

>3

»
»

Python script for
COBRApy execution

Reconstruction user
information e-mail

Figura 7 — Arquitetura conceitual do Sistema WEB NETGen
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O primeiro algoritmo (Algoritmo 1) do sistema faz uma comparagao entre os
dois organismos (informacdes digitais biolégicas): o organismo de referéncia
reconstruido e modelado em formato SBML e o organismo alvo da reconstru¢cdo com
anotacdo do genoma em arquivo formato GBK (40,52). Para promover tal
comparacao € necessaria uma tabela de equivaléncia de identificadores, que esta
disponivel em diferentes formatos (TXT e CSV) e pode ser acessada pelo site do
Pseudomonas Genome DB. Esta tabela contém informacfes chamadas de cross-
references (de/para) de identificadores, ou seja, IDs de genes (e consequentemente
suas proteinas) registradas em diferentes bases de dados (Figura 8) (38).

Gene Feature Overview

Strain Pseudomonas oeruginosa PAOT (Reference)
Locus Tag PADTO4

Name

Replicon chromosome

Genomic location FTe787 - 778181 - strand)

Transposon Mutants 2 transposon mutants in PACH
Transposon Mutants in orthologs 3 transposon mutants in orthologs
Cross-References

RefSeq MP_240395.1

G 15305001

Affymetrix PADT04 at

Entrez 820754

GenBank AAGD4093

NEDC AAGD4093

MNCEI Locus Tag PADTO4

protein_id{GenBank) gb| AAGO4053.1 | AEDOL506_3| gnl | PseudoCAP | PADTO4
TIGR NTLOZPADO/0S

UniParc UPI0O000CS10F

UniProtkB Acc QoIsmM2

UniProtkB 1D QOISM2_PSEAE

UniRef100 UniRef100_0QSI5M2

UniRef50 UniRef50_F3Y5MO

UniRefo0 UriRefo0 VBEFME

Figura 8 - Exemplo de Referéncia Cruzada de IDs de Genes (38).
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O algoritmo interpreta cada RefSeqGenelD (identificador oficial de proteinas
do NCBI) disponivel no arquivo GBK da anotacdo do organismo alvo e guarda sua
equivaléncia em LocusTag ID da tabela (38,45,52). Esse ultimo é o identificador
padrao utilizado em arquivos do tipo SBML para modelos de P. aeruginosa e por
iSSO a conversao € necessaria (6). Com LocusTaglD executa-se uma varredura no
arquivo do modelo de referéncia (arquivo SBML) e verifica-se a existéncia de
determinado gene, com suas respectivas reacdes e metabolitos. Caso exista a
referéncia, o algoritmo faz a importacdo para o novo modelo. Ao fim da execugao
desse primeiro algoritmo h& um novo modelo candidato com todas possiveis
reacdes encontradas no cruzamento entre os organismos (dados digitais) (38,52).

A Figura 9 demonstra um exemplo de referéncia cruzada de IDs:

Figura 9 - Exemplo de Referéncia cruzada (cross-references)

Segue abaixo o Algoritmo 1 e sua implementacdo em pseudocddigo, que
seleciona cada reacdo que sera incluida na primeira formacdo do novo modelo em
SBML (37):
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Algoritmo 1 - Comparacao entres os dois Organismos (dados digitais)

Entrada: Arquivo GBK (anotacdo do genoma do organismo alvo), Arquivo SBML

(modelo do organismo de referéncia)

Saida: Informacdes de Reac¢bes armazenadas no Banco de Dados

1: procedimento reconstrucaoPrimeiraParte()

2: NovaReconstrucao : Objeto—Representa uma Execucdo de Reconstrugéo
3: ler arquivoGBK

4: ler arquivoSBML

5: ler tabelaCrossRef

6: para cada sequencia em arquivoGBK faca

7 se existe sequencia em tabelaCrossRef faca

8: locusTagID <- pegarLocusTaglD(sequencia, tabelaCrossRef)
9: se existe locusTagIlD em arquivoSBML faca

10: adiciona infoReacdes em NovaReconstrucao

11: fim-se

12: fim-se

13: fim-para

14: armazena NovaReconstrucao em BD

15: fim-procedimento

O segundo algoritmo desenvolvido (Algoritmo 2) inclui as APIs de busca do
KEGG para a tentativa de extrair informacdes de reacdes que ndo foram
encontradas no modelo de referéncia na etapa anterior (25). A base de dados possui
APIs com implementacdo em Java, o que facilita as chamadas remotas para as
buscas de informacdes por outros programas desenvolvidos também em Java (48).
Essas dao suporte para busca de informacdes através de variados campos, como
por exemplo, sequéncias de aminoacidos e EC numbers, que séo informagdes
geralmente encontradas na anotagdo gendmica em formato GBK. Ainda ha uma
segunda opcédo implementada pelo segundo algoritmo, a mineragdo de conteudo de
paginas WEB (38,52). Para a execucao desta tarefa, foi utilizada a APl Jsoup HTML
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Parser, uma interface também desenvolvida em Java e que executa processos que
facilitam a extracdo e navegacéao pelas marcacdes de um documento HTML (46).

A funcdo de incrementar o modelo (SBML) com reacdes que foram
encontradas pela busca externa em bases dados é descrita abaixo pelo Algoritmo 2.
Note-se que o algoritmo esta dividido em dois mdédulos, um com o procedimento

principal e o segundo com uma funcéao auxiliar.

Algoritmo 2 parte 1 — Busca externa de Informacdes de Reacdes em Base
de Dados

Entrada: ListaDeGeneNaoEncontrado - Lista de Genes NAO Encontrados

NovaReconstrucao — Objeto criado para representar uma execucao
Saida: Informac6es Adicionais de Reac¢des armazenadas no Banco de Dados

1: procedimento reconstrucaoSegundaParte()
para cada geneNaoEncontrado em ListaDeGeneNaoEncontrado faca
se geneNaoEncontrado contem EcNumber faca
fungdoArmazenarNoBD(geneNaoEncontrado.EcNumber)

2

3

4

5: senao se
6 EcNumber <- buscarLocusTaglD(geneNaoEncontrado.LocusTagID)
7 fungdoArmazenarNoBD(EcNumber)

8 senéo se

9 EcNumber <- buscarSeqAA(geneNaoEncontrado.SegAA)

11: funcdoArmazenarNoBD(EcNumber)

12: fim-se

13: fim-para

14:fim-procedimento
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Algoritmo 2 parte 2 — Busca externa de Informacdes de Reacdes em Base
de Dados

15: funcdo ArmazenarNoBD(EcNumber : Caracter)

16: resultadoKEGG <- buscarKEGG(geneNaoEncontrado.EcNumber)
17: se resultadoKEGG != Nulo faca

18: infoReacgdes <- extrailnfoReac¢des(resultadoKEGG)

19: adiciona infoReac6es em NovaReconstrucao

20: fim-se

21: fim-funcéo

Toda informacado processada do modelo pelos algoritmos € armazenada na
base de conhecimento. A base de conhecimento também foi desenvolvida como
produto desse trabalho e sua principal funcéo € guardar as informacdes das versdes
geradas de modelos da P. aeruginosa CCBH4851. O funcionamento desta base
ser& descrito mais adiante, na secao 3.4 deste capitulo.

Ao final da execucdo dos dois algoritmos, o sistema executa um método
(rotina programatica) auxiliar para efetuar a leitura dos dados armazenados da base
de conhecimento e, a partir das informacdes lidas, cria o arquivo no formato SBML
da versdo do modelo correspondente (37,44). O fluxo de execucdo segue e 0
arquivo SBML é utilizado como entrada em dois outros métodos do sistema.

O primeiro método implementa a integracdo com a linguagem Python e
executa a andlise de balanco de fluxo (FBA) através do uso do pacote COBRApy
(14,34). Ainda nao existe nenhuma APl ou framework COBRA para a linguagem
Java. Contudo, a integracdo do Python e o COBRApy para executar internamente a
analise no sistema NETGen ficou facilitada pelo suporte da plataforma Java EE para
interconexao com outras linguagens de programacéao (43). O codigo do método ficou

conciso como pode ser observado na Figura 10.
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private String executarfnaliseFBR(String nomeRrquivoSBML) {
try {

String log = "";
String scriptFBA = "python testeCCEH4E51.py " + nomeArquivoSBML;
File diretorio = new File(pathAreTrabalho) ;
Runtime runtime = Runtime.getRuntime () ;
Process processo;
Stringl] nargs = { "/bin/bash", "-c", scriptFBA }; // Unix/Linux/MacOSX
System.out.println("INICIO RANALISE FBR");
processo = runtime.exec(nargs, null, diretoric);
BufferedReader bReader = new BufferedReader (new InputStreamReader (processo.getInputStream()));
String linha;
while ((linha = bReader.readLine()) != null) {
log += "\n" + linha;
System.out.println{linha) ;

}

System.out.println("FIM EIEZEi"}ﬂ
//FIM DO SCRIPT

return log;

} ecatch (Exception e) { e.printStackTrace(); return ""; }

Figura 10 - Método que interconecta o Python e executa o FBA do COBRApy
internamente no NETGen

Na Figura 11, analisamos o cédigo que é invocado pelo método integrador

que esta contido na Figura 10. O cddigo é escrito em Python para analise de

geracado de Biomassa do modelo recém gerado (14).
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|| testeCCBH4851 py E3 |

1 #!/usr/bin/python

J

hmport cobra.test

import copy

import os

from os.path import Jjoin

from math import log

import copy

import pandas

1C import sys

11 randas.options.display.max _rows = 100

1 oy Lo L

13 data dir = os.getcwd()

sbml_file = str(sys.argv[1])
1€ nomeRede = str(sys.argv[Z])

I
O i

18 ccbh = cobra.io.read sbml model (sbml file)
211 print ccbh.reactions.get by id("PROL Biomass")

print ('-—————- CCBH4815 ——————————————— ")

L

taxal = ccbhh.optimize() .f

print ('ID: %=') % nomeRede

2 € print ('biomass generated: $f mmol/g DCW/h') % (ta=xzalC)

27 tx em horas = log(Z.0)/taxac

28 tx _em minutos = tx_em horas * &0

29 print ('biomass produced in hours: %f') % {(tx em horas)
print ('bicor ) % (tx_em_minutos}

31 print ('

32 print ('
print ('m

34 print ('

[
LM s

-ns: %1') % (len(ccbh.reactions))
lites: %1') % len(ccbh.metabolites)
$1") % len(ccbh.genes)

Figura 11 - Script em Python para a simulagcéo do célculo de Biomassa do
modelo recém gerado

O método faz a transicdo do fluxo de execucdo para o script de analise em
Python, este executa os métodos do pacote COBRApy e retorna o fluxo de
execucao para o Java (14,43). O retorno da execucado € capturado em uma cadeia
de caracteres, entretanto, é preciso percorré-la a fim de estruturar a resposta para
formar o log (histérico). Por ultimo, o método retorna o log para o método principal
da reconstrucao e insere o resultado junto ao e-mail que sera enviado para o usuario
com as informacdes da reconstrugao.

O segundo método implementa a utilizagdo da API de e-mail da Oracle (53).
Através desse meétodo, o sistema envia um e-mail ao responsavel pela reconstrucéo
informando o resultado e encaminhando o arquivo gerado como anexo do e-mail.

Todos esses algoritmos e métodos descritos sdo o0 que se designa nucleo do

sistema ou “core”. Trata-se de mddulos de programas (métodos) que compdem o
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nacleo sistematico (44). Para que todos esses recursos possam estar a disposi¢ao
de qualquer usuario pela web, faz-se necessario encapsula-los em alguma casca,
uma interface para facilitar sua utilizacao (43). Isto foi feito utilizando as tecnologias
Java no NETGen e CurSystem, ja citadas anteriormente.

A estruturacdo e o desenvolvimento do sistema em relagdo a tecnologia e
arquitetura escolhidas, junto com os seus Screenshots de interface (unidades de
representacdes) e fluxo de execucéo (48) serdo discutidos a seguir.

A tecnologia Java EE foi empregada por causa de sua estrutura tecnolégica
gue apoia bastante o desenvolvimento de sistemas web (42,43,44). Todas as suas
especificacoes de plataforma s&o projetadas para se encaixar em projetos com
arquitetura de projeto em camadas MVC (42,44). A implementacdo de cada camada
do NETGen utilizou um dentre os frameworks disponiveis. A camada Visdo (view)
adotou o JSF (v2.2.8.21) com framework Primefaces (v6.0). Para a camada Controle
(control), foram escolhidos o Java Core (v1.8.131) e Python (v2.7). A camada
Modelo (model) utilizou JPA e JDBC (42,43,44).

Na Figura 12 podem ser observados dois elementos citados acima, as
referéncias das APIs e as camadas implementadas seguindo o padrédo MVC:
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fﬁPrujectExplurerEi@] =R v = 7

~¥<netgen [netgen master]
» GnDeployment Descriptor: netgen
b 2 JAX-WS Web Services
* 4+ JPA Content
¥ & persistence.xml
i E#src
» 2 controle
» H dados
» iR entidades
» #2 faska
F B2 testes
k2 util
F 5 META-INF
g Libraries
b md
b B AXis-1.4
* =) BioJava-4.2.11
* =, Commons-Email-1.4
r B Commons-Logging-1.2
» @\, EclipseLink-2.5
=, JavaMailaPI-1.5.6
» @ JRE System Library [java-8-oracle]
» @i Jsbml-1.2-dep
F ) JSF-2.2.8.21
b =) Jsoup-1.10.3
» B\ MySQL-5.1.39
B Primefaces-6.0
P B Xerces-2.11

o B a7 mam Do B T im0 mmim om

.0.27 Server at localhost]

APIs: KEGG, BRENDA,
BioJava, Jsbml e Jsoup

Figura 12 - Screenshot do Workspace do NETGen mostrando as APIs
referenciadas

Para execucdo do NETGen foi implantado o servidor de aplicagdo Apache
Tomcat (v8.0.27), o qual fornece todo suporte que um sistema web desenvolvido
com o padrdo Java EE demanda, ndo necessitando outro tipo de servigo adicional
(42). O sistema atualmente encontra-se disponivel no servidor localizado na Sede do
Programa de Computacéo Cientifica do Instituto Oswaldo Cruz e pode ser acessado
atraves do link: http://pseudomonas.procc.fiocruz.br:8185/netgen/.

A seguir, as principais Unidades de Representacdo! da Interface do NETGen

(54) séo apresentadas. A Figura 13 exibe a tela de entrada do sistema.

1 Em uma interface grafica, uma unidade de apresentacdo é uma tela ou janela. J4 em
interfaces web, é uma pagina (54).
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http://pseudomonas.procc.fiocruz.br:8185/netgen/

&° .:Metabolic Network Eng X | + = - o X
< C B & fiocruzbr Q| &
»

[ Compras [ Concursos [ Desenvolvimento [ Downloads [ Freelancer [ Games [J HUAP [J IS [ Informatives

[ Vagas [J Alan [ Android [ Bancos [J Cafes [J Carros [ Cerveias

Credenciais

Login: thiago

Figura 13 - Unidade de apresentacéo para login do NETGen

O sistema monitora as execugdes de reconstru¢ao por usuario, ou seja, toda

reconstrucdo da rede metabdlica criada na base de conhecimento € convertida em

uma versao atrelada ao usuario da sessao corrente (login ativo).

&° .:Metabolic Network Eng X | + = = X
Ok

< 88 | @ | pse onas.proce fiocruz.br.
[ Concursos [ Desenvolvimento [ Downloads [ Freelancer [J Games [ HUAP [J IDS [ Informativos »

[0 Vagas [3J Alan [J Android [ Bancos [ Cafes [J Carros [ Cervejas [ Compras
Usuario: Thiago G Ramos

S

E5

METRBOLIC NETWDORK BEENERRATION BYSTEM

Metabolic
Network

pseudomonas.procc.fiocruz.bri8185/netgen/construcac/gerar_rede jsf l

Figura 14 — Unidade de apresentacao principal do NETGen

23:51:02 | 22/05/2018
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Na péagina principal (Figura 14), clicando no botdo “Metabolic Network”, o
usuario pode solicitar o redirecionamento para 0 ambiente de execucdo de novas

reconstrucdes (Figura 15).

Q&B‘.::Matahal'c Network Eng’ X | + ~ — = X

< 8B O fiocruzbr &

3 Vagas (3 Alan [ Android [3J Bancos [3J Cafes [ Carros [3 Cervejas [J Compras [J Concursos [J Desenvolvimento [ Downloads [3J Freelancer [J Games [ HUAP [ IDS [ Informatives 2

/'/\\ Usuario: Thiago G Rames
A C

%0}

Copyright@Thiage Giannini Ramos - [0C / PROCC [Fiocruz 23:52:15 | 22/105/2018

Figura 15 - Ambiente de execucéo de Reconstrucdes Metabdlicas

Para executar uma nova reconstrucdo, 0 UsSuario precisa acionar o botao
“New reconstruction”. O sistema mostra uma janela de dialogo (popup) com um
assistente (reconstruction wizard) que auxilia na configuracdo e definicdo das
informacBes do modelo de rede metabdlica. Na janela (Figura 16) “New Background
Reconstruction” demonstra a preparacdo para a execucdo de uma reconstrucdo. A

preparacao é feita em trés etapas. Essas etapas estdo descritas a sequir.

1 — Aba de informacdes da reconstrugdo: o usuario define o titulo do
modelo da rede, numero de versionamento (versdo na base de
conhecimento), nome do arquivo SBML de saida, se vai existir a inferéncia
de genes (escolha manual), qual o arquivo de anotacdo no formato GBK
sera feito upload para o sistema e o qual o arquivo do modelo (formato

SBML) de referéncia sera utilizado para upload também no sistema.
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2 — Aba de inferéncia de genes: em seguida, se foi marcada a opgcao de
utilizacao de inferéncia, a janela ira apresentar uma lista de reacdes (GPR)
carregadas a partir do SBML do modelo de referéncia. O usuario podera
escolher quantas reacdes estiverem disponiveis na lista e essas serdo

forgcadas como entrada no novo modelo da reconstrugao.

3 — Aba de confirmacdo e execucdo: nesta Ultima etapa obrigatoria, o
usuario podera conferir todas as configuracdes definidas nas etapas
anteriores e, por fim, clicando no botdo “Start”, a execugdo da
reconstrucdo serda iniciada em background (processo executado em modo

silencioso) no servidor onde estéd implantada o sistema web.

New Background Execution

FEe = lillsl{*B Inference | Confirmation

Reconstruction information

Auto 1D:
Entar your nama:

Enter your e-mail:

Titke of Reconstruction: Reconstrugdo completa

‘lersion of Reconstruction: 1

Name of output SBML CCBH4851_v1.zml
Table From{NBCI}To(FA) for ID's
nferring genes? « YES

=

Select Upload GEK Fila:

Select Upload SBML Base File:

ﬁ

Figura 16 - Janela de Dialogo com o Assistente de Reconstrug&do com as trés
etapas de preparacéo para a execucdo de uma nova reconstrucao
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New Background Execution

FEe =i llgl (o8 Inference | Confirmation

Reconstruction information

Auto 1D:
Enter your name:

Enter your e-mail:

Tithe of Reconstruction: Reconstrugdo completa

‘lersion of Reconstruction: 1

Name of output SBML CCBH4851_v1.zml
Table From{MBCINTo(PA) for ID's

nferring genes? « YES
=3

CCEH4851.gb 12.8 MB _
=

eersese 2ove [T

Select Upload GEK Fila:

Select pload SBML Base File:

ﬁ

Figura 17 - Aba de insercao de informacgdes e upload dos arquivos necessarios
para areconstrucao

O layout da aba “Reconstruction Info” exibe ferramentas para a escolha dos
arquivos que serdo utilizados na reconstrucdo, os quais sdo transferidos (via API
JSF) para uma pasta reservada pelo sistema no servidor (Figura 17). Na existéncia
de arquivos com 0S mesmos nomes, 0 sistema 0s substitui imediatamente pelos
novos arquivos escolhidos. Uma restricdo imposta na interface da aba refere-se a
escolha da extensdo do arquivo, pois somente GBK para anotagbes (organismo
alvo) e SBML (organismo de referéncia) podem ser submetidos ao servidor.
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New Background Execution

Reconstruction Info m Confirmation

Reactions in the Inference

Available Starting
R_rxn3253 R_rxn02476
R_rxn02720 R_r«n00585

R_ran00046 R_ATFM

R_rxn02678 R_rxn05465
R_rxn(2802 R_rPY 00182
R_rxn03251 R_rPY 00180
R_rxn00872 R_rPY 00166
R_rxn01451 ﬁ R_rFY 00171
R_rxn03242 R_rFY00174
R_rxn(3238 R_rPY 00177
R_r«n08777
R_ran03244

=3 - e

ﬁ

Figura 18 - Aba para inferéncia manual de reagdes na reconstrugédo do novo
modelo

A aba de inferéncias € mostrada na Figura 18 e possibilita a modificacdo
manual com base no modelo de referéncia. O pesquisador pode selecionar algumas
reacOes para serem forcadas a compor a reconstrucdo da rede metabdlica alvo.
Com isso, pode-se testar diferentes combinagbes e gerar diversas versdes do
modelo do organismo alvo.

A aba de confirmagéo exibe um resumo com todas as informacgdes inseridas
ou escolhidas pelo pesquisador. A Figura 19 mostra um exemplo de reconstrucao de
rede metabdlicas prestes a ser executada:
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New Background Execution
Reconstruction Info | Inference E®slg iyt
Confirmation
Enter your a-mail: List of Reactions Inferred
Titke of Reconstruction: Reconstrugio completa ;
“Wersion of Reconstruction: 1
MName of output SBEML CCBEH4851_v1.xml 1. R ren02476
Table From{MBCINTo({PA) for ID's tabelaNCEBI bt 2 R_rxn00E35
) 3. R_ATFM
MName of GBK File: CCEH4251.gb 4. R rxn05468
Mame of SEML Base File: iPAE1146.xml 5 R_rPY00122
6. R_rPYD0180
nfarring genes? YES 7. R_rPYO0166
8. R_rPYDO171
9. R_rPYDD174
10. R_rPYDO177
1
+ Back

Figura 19 - Janela de resumo e confirmacgédo de configuracédo da reconstrugcéo
gue sera executada

Apés confirmacéo de todos os dados referentes a reconstrucdo, o usuario a
inicia clicando no botao “Start”. A Figura 20 demonstra uma execucdo de

reconstrucdo em andamento.
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[ Vagas [ Alan [ Andraid [ Bancos [ Cafes [ Cammos [J Cervejas [ Compras [ Concursos [ Desenvolviments [ Downloads [ Freelancer [ Games [ HUAP [ IDS [ Informatives >

Usuério: Thiago G Ramos

,
A C

New Reconstruction started....
At the end, you will receive an email with all the information along with the SBML!

@ See you later!!!

Copyright@Thiago Giannini Ramos - 10C / PROCC /Fiocruz 23:57:36 | 22/05/2018

Figura 20 - Unidade de execucdo em background da reconstrucao

Ao iniciar uma execucdo de reconstrucdo de rede metabdlica, o sistema
mostra o status e informa ao usuario que em breve sera enviado um e-mail contendo
todas informacdes do pipeline executado e um anexo com o arquivo do novo modelo

gerado em formato SBML. Um exemplo de resultado pode ser visto na Figura 21.
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New Reconstruction started Caixa de entrada X

ccbh4851system@Egmail.com
para eu -

X inglés ~ > portugués ~  Traduzir mensagem

Reconstruction ID: 29

Reconstruction user: Thiago G Ramos

Email: gianninimail@gmail.com

Date and Time Start: Thu Jun 28 18:17:88 BRT 2818
Date and Time Finish: Thu Jum 28 18:17:57 BRT 2813

ID: CCBH4851_wa2@.xml

biomazs genergted: 12.4708973

biomass produced in hours: @.855581
biomass produced in minutes: 3.334851

reactions: 145@

metabolites: 1268
genes: 1139

B CCBH4851_v20.xmi '

Figura 21 - E-mail de resultados da nova reconstru¢cdo do modelo alvo

3.2 Etapa 2 - Refinamento da rede metabdlica por especialistas

Na segunda fase, o objetivo foi corrigir erros e adicionar informacdes que nao

foram possiveis extrair na primeira etapa de forma automatizada. Essa etapa € muito

importante, pois nela se validam os dados extraidos de forma automatica na fase

anterior e se corrigem eventuais inconsisténcias, gaps da rede (7,12).

Cada reconstrucéo tem um escopo de estudo e é sempre visando alcancar

esse propoésito que a curadoria deve se guiar. Porém, na etapa de planejamento do

método foi previsto que reunir especialistas para a curadoria seria um grande
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desafio. O grupo de pesquisadores e apoiadores séo de diferentes instituicbes do
estado do Rio de Janeiro. Além disso, ha a dificuldade adicional de compatibilizar as
agendas de todos os envolvidos. Por essa razao, fez-se necessario discutir uma
forma de interligar e centralizar as informacdes produzidas de forma independente
de local fisico e sincronismo de agenda. Concluiu-se, entdo, que a descentralizacao
e a assincronia s6 poderia ser tangivel através da internet, através de um sistema
computacional que funcionasse na internet, um sistema web.

A fim de promover o refinamento da rede através da interacdo remota e
assistida entre especialistas, foi proposto um segundo sistema web. Trata-se de um
Sistema de Desafios (Challenges) que traz consigo uma juncdo de técnicas
computacionais, designado CurSystem. O CurSystem foi desenvolvido para
intermediar o trabalho feito pelos especialistas, de maneira que eles possam propor
e efetuar possiveis ajustes na rede metabdlica da Pseudomonas aeruginosa
CCBH4851 de forma automatizada.

O objetivo foi desenvolver um software que propusesse desafios para 0s
grupos de especialistas que participardo da curadoria. Esses desafios abarcam
questdes relacionadas as caracteristicas que serdo discutidas da rede metabdlica e
cada gap analisado tem uma ou mais solucdes (respostas) propostas. Para cada
resposta, pode haver ou ndo uma lista de discussédo entre os pesquisadores. O
responsavel pelo desafio define uma solucdo entre as respostas disponiveis A
resolucdo aprovada serd aplicada na modificacdo no modelo, gerando uma nova
versdao da rede metabdlica a cada evolucdo (7). O diferencial ofertado pelo
CurSystem consiste ha maneira como se da cada evolucdo do modelo. Ele permite
que todas as contribuicbes dos especialistas sejam feitas de forma assincrona e
distribuida, diminuindo o tempo entre os incrementos no modelo. Toda operacédo da
curadoria é executada online, via internet. Por isso, para o acompanhamento total da
curadoria, qualquer que seja a movimentacdo no sistema — da discussao a alteracéo
do modelo — é notificada via e-mail ao grupo de pesquisadores.

O fluxo da curadoria do sistema realizada pelo grupo de especialistas através

da utilizagdo do sistema € exibido abaixo (Figura 22):
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Langa ) Responde
Gap Desafio

identificado a Langado

Resonsdvel pelo
Desafio Discussao remota

@

Avalia e conclui
Solugdes Resposta Validada
Encontradas

SYox V|
g5 A
Resonsavel pelo

Desafio

Figura 22 - Fluxo de trabalho de Curadoria Assistida da Rede Metabdlica

3.2.1 CurSystem - Sistema WEB de Curadoria Assistida de Redes Bioldgicas

O CurSystem também foi desenvolvido com as tecnologias disponiveis no
Java com extensdo do padrdo EE. Sua arquitetura ndo tem o mesmo grau de
complexidade que o NETGen, o qual exigiu a implementacdo de muitas APIs
integradas. A complexidade do CurSystem estd em suas regras de negdcio, as quais
vinculam os desafios e suas solucdes as reacdes do modelo metabdlico depositadas
na base de conhecimento. Objetiva-se que cada solucdo proposta represente uma
nova formula quimica ou uma confirmacado da existente e que caso a solucao seja a
escolhida como resposta validada pelo responsavel do desafio, ela possa substituir a
reagao original.

A Integrated Development. Environment (IDE) utilizada para a implementacao
foi o Eclipse, uma ferramenta de ambiente integrado que suporta variadas
linguagens de programacéao e inclui outros plugins de integracdo com servidores e
servicos web (42). Na Figura 23 expde-se a organizacdo no Eclipse e os pacotes e
Libraries (bibliotecas de codigos reutilizaveis) do trabalho.
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ﬂ workspaceCuygen - Eclipse
File Edit Mavigate Search Project Bun  Design Window

H-EHRIEI®-iDix]

55 Project Explorer &3 | &5- Mavigator
v :—é CurSystem [cursystem trocaVersaoPrimefndMojara)
‘a1 Deployment Descriptor: CurSystem
A 1AK-WS Web Services
w P8 Java Resources

v [ src

= Rit~-0-&
BES|e = 0O

L]

[ H: controle ) control
t conversor

d
@ 2= model

[ B modelo }
thy testes
B2 util

w =, Libraries

B\ Apache Tomcat v8.0 [Tomcat v8.0.27 Server at localhost]

B, Commons-Email-1.4

B, Eclipselink-2.3

=, lavabMailaPl-1.5.6

B\ JRE System Library [jre1.2.0_131]

B J5F-2.2.8.21

B MySQL-3.1.39

B Primefaces-6.0
B, JavaScript Resources
[= build

Pacotes Java e Paginas WEB,
correspondentes ao Padréo
MVC (Model-View-Control)

ﬂ—,ﬁ- WebContent \
=% analise
=% cadastro

= help

= includes
5 view

=% META-INF
=% metabolismo
[ resources
% templates

=% WEE-INF
\ D, index.xhtml /

:—‘é CurSystern

Figura 23 - Espaco de Trabalho com Classes (modelo, controle e visao) e
Libraries utilizadas no projeto do CurSystem

O CurSystem, assim como o NETGen, também foi dividido em camadas

relacdo ao NETGen é sua preparagdo para acesso a base de conhecimento, que é

pormenorizadamente mais adiante.
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respeitando a arquitetura Modelo-Visdo-Controle (MVC). Outro ponto comum em

projetada no MySQL, obrigando os sistemas a utilizacdo de APIs de acesso do

gerenciador da Oracle (43,55,56). O acesso a base de conhecimento sera discutido



Abaixo, apresenta-se o0s principais fluxos do modelo de interagdo como
conversa (MOLIC) e as unidades de apresentacdo no formato firmado pelas teorias
gque compdem a multidisciplinaridade em Interacdo Humano-Computador (54). A
Figura 24a representa modelo de interacdo da Pagina de Login e a Figura 24b
mostra 0 modelo para cadastro de desafios.

d: URL do sistema

Throw challenges

- Efetuar Login
I
I

d: login ou senha
invalidos

| .
.

d: Login efetuado com sucesso Cadastrar
d: Challenge registred Desafios

u: New challenge

I

I
Pagina principal u: register |
d: Invalid data

a) b)

Figura 24 — (a) Modelo de Interacdo das Paginas de Login e (b) Cadastro de
Desafios

O modelo de interacdo apresentado na Figura 25 mostra como o status do
ciclo de vida do desafio € alterado. Quando ha uma primeira resposta, o desafio
passa do status “Open” para “Analyzing”. Para isso, o usuario deve acessar a pagina
“Challenge Discussions” e criar uma resposta para o desafio. Nessa pagina também
podem ser feitos comentarios sobre outras respostas ou até mesmo as proprias

respostas.
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u: Close discussion list

precond: resposta selecionada
u;

Challenge discussions

precond: desafio selecionado
u: Reply challenge

d: Comment registred

d: Answer registred Reply Challenge |

1
|
I

|
u: refSter d: Invalid data u: refSter d: Invalid data
|

.___l _.____.

Figura 25 - Modelo de interacdo da Pagina Challenges Discussions

Na Figura 26 a interacdo representada pelo modelo mostra como desafio ao
ser fechado pelo usuario tem seu status alterado para “CLOSED”. Porém, somente o
responsavel pelo desafio pode fecha-lo. O usuario seleciona uma resposta entre

outras cadastradas naquele desafio, insere a justificativa e valida a resposta.
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d: challenge
status
changed
for
closed

precond: resposta selecionada
u: Validate Answer

precond: resposta selecionada
u: Cancel Validate

I
I
|
|
|
Justification for |
v:Iri.(?:c?gn : confirmation
I
|
|
|

u: confirm

u: register

I
I
|
|
|
: Cancel validate
|
I
|
|
|

d: status answer change
for validate
and
justification registred

d: status answer change
for not validate
and
justification deleted

d: challenge
status
changed
for
reopened

— | —
d: operation not completed

Figura 26 - Modelo de Interacdo da Pagina Close Challenges

N&o foi criado um modelo de interagdo para todas as interfaces do sistema,

pois essa necessidade existiu somente para as unidades mais complexas, onde

diferentes agdes podem ser executadas em uma Unica pagina.

A unidade de login CurSystem é muito similar a do NETGen e pode ser vista

na Figura 27. A unidade de apresentacdo principal centraliza todas os links para as

demais e armazena as informacgdes do usuario da sessao corrente (Figura 28).
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Y, / ‘ﬁ" Sistema de Curadoria de X

TilEg - x
& c 0N |® Nio seguro | pseudomonas.procc.fiocruz.br8185/CurSystem/login jsfiacesso=false or %
S Apps Alan Android Bancos Cafes Carros Cervejas Compras Concursos Desenvalvimento Downloads Games HUAP DS Informativos »

Credentials

Login: [l

Senha -

Figura 27 - Unidade de apresentacédo para login do CurSystem

_/rﬁ" ..:Network Curato x\D

[Titeee
<« Cc O ‘@ pseudomonas.procc.fiocruz.br8185/CurSystem/cadastro/cad_pesquisadores.jsf

o % | O
i Apps B Alan Bm Android Bm Bancos Bm Cafes Bm Carros Bm Cervejas Bm Compras BE Concursos B Desenvolvimen: @m Downloads Bm Games Bm HUAP Bm IDS »

- . F User. Thiago Giannini
m CurSystem .

Management
2 Register researchers o [ ] ® o
? Throw challenges
L
@ Challenge discussions . .
[
+ Close challenges

Biological Network Curation System

Copyright@Thiago Giannini Ramos - 10C / PROCC /Fiocruz 17:40:34 | 28/05/2018

Figura 28 — Unidade de apresentacado “Home” (pagina principal)
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O modelo de

interagdo mostrado na Figura 24(a) necessitou ser

implementado em duas unidades de apresentacdo e deu origem a pagina de

desafios e a janela de didlogo de cadastro de desafios. As duas unidades de

apresentacao podem ser visualizadas nas Figura 29 e Figura 30, respectivamente.

_/j 4 ..:Network Curato: x '\ |

{i=00)

&« C {t @ Naoseguro | pseudomonas.procc.fiocruz.bra185/CurSystem/cadastro/cad_desafios.jsf

i Apps BB Alan B Android BB Bancos @B Cafes BB Carros I Cervejas @B Compras [ Concursos [ Desenvolvimen

Management
2 Register researchers
? Throw challenges

@ Challenge discussions

+ Close challenges

Title ¢
R_ATPM / ATPM - Confirmar de Reagao Importada

R_rxn02476 / 3-phosphoshikimate 1-carboxyvinyltransferase -
Confirmar de Reagao Importada

R_rxn00695 / glucose-1-phosphate adenylyltransferase -
Confirmar de Reagao Importada

Validagao da Reacao de Biomassa do Mod. V1 CCBH4851
Gene "astA”

Gene "astB"

Gene "oprD"

Proteina "Bgss"

Gene "astR”

nirG

Gene "psck”

Gene "fhpR”

Copyright@Thiago Giannini Ramos - 10C / PROCC /Fiocruz

CurSystem

Status &

OPEN

OPEN

OPEN

OPEN

COMPLETED

COMPLETED

COMPLETED

COMPLETED

COMPLETED

COMPLETED

COMPLETED

COMPLETED

12

List of challenges

~

Project (Network Type) &
Metabolic Network CCBH4851
Metabolic Network CCBH4851
Metabolic Network CCBH4851
Metabolic Network CCBH4851
Gene Regulation Network CCBH4851
Gene Regulation Network CCBH4851
ion Neftwork CCBH4851

Gene Regulat

Gene Regulation Network CCBH4851

Gene Reg Network CCBH4851

Gene Regulation Network CCBH4851

Gene Regulation Network CCBH4851

Gene Regulation Network CCBH4851

3||4|[S5|6]|7(B|9]]| =

*l

| Q

I Downloads B Games @M HUAP @m IDS »

Owner = Answers

Thiage Giannini

Thiage Giannini

Thiage Giannini

Thiage Giannini

1

0

a

1]

User: Thiago Giannini

Actions
oan
oan
oan
oan
oan
oan
oan
oan
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oan
oan
oan

17:39:26 | 28/05/2018

Figura 29 - Pagina de Desafios (unidade de apresentacao “List of challenges”)

Na pagina de desafios, o status de cada desafio € marcado pelo uso de cores

distintas. Os desafios grafados em cor verde sé@o de status “COMPLETED” e os de

fonte na cor preta sédo de status “OPEN”.
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/ﬁ“ ..:Network Curato X\D

<« [«Ea} ‘G) MNaoseguro | pseudomonas.procc.fiocruz.brig185/CurSystem/cadastrofcad_desafios.jsf

| O

I Downloads B Games [ HUAP I IDS »

i Apps B Alan B Android B Bancos @B Cafes BB Carros B Cervejas I Compras B Concursos [ Desenvolvimen

New challenge

Auto I1D: 122

Enter Title: Validagao da Reagao de Biomassa do Mod. V1 CCBH4851

Select Project
(Network Type):

Metabolic Network CCBH4851 =

Select the Owner:  Thiago Giannini -

Confirmacao dos componentes da reagao de
geragao de Biomassa do modelo versio 1 da
Pseudomonas aeruginosa Q,Qﬁm\

Enter Description:

g ] oo |

Figura 30 - Janela de dialogo para cadastro de desafios (unidade de
apresentacao “New challenge”)

Para a interface do modelo de interacdo de respostas e comentarios dos
desafios também houve necessidade de dividir a pagina em mais de uma unidade
de apresentacdo: a pagina “Challenge discussions” e as janelas de dialogo “Answer

to” e “Discussion list”. As trés unidades de apresentacéo sdo exibidas nas Figura 31,
Figura 32 e Figura 33, respectivamente.
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2 Register researchers
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Fl

Reacdo foi importada do Modelo da P. aeruginosa PAO1 come sendo essencial para geragdo de Biomassa. Essa € uma reagdo gue se
encontra em todos os modelos da P. aeruginosa PAQ1, desde a versdo de 2008. N3o tem explicacdo nos artigos de sua origem.
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carboxyvinyltransferase - Confirmar de
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Importada -
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1pg B_ATPM/ATPM - Confirmar de Reagio Importada Marcio Argollo

nfirmar de Reacao o

Copyright@Thiago Giannini Ramos - 10C / PROCC /Fiocruz 17:30:03 | 28/05/2018

Figura 31 — Pagina de respostas para solucdes possiveis de cada desafio
(unidade de apresentagao “Challenge discussions?”)
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R_ATPM / ATPM - Confirmar de Reagao Importada
Esta reagao da conta da g P da
taxa de crescimento mu (obtida extrapolando-se a curva de

crescimento ao ponto mu=0)

Figura 32 - Janela de dialogo para cadastro da resposta (unidade de
apresentacao "Answer to")
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/ﬁ‘ ..zNetwork Curato x\i \
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New comment

ID auto: 21

Enter your comment

Figura 33 - Janela de dialogo para cadastro de comentarios de respostas
(unidade de apresentacéo "Discussion list")

Na interface de resolucdo de desafios 0 usudrio analisa as respostas e seus
comentarios, escolhe uma resposta e a valida com uma justificativa. Para esse fluxo
de operacdes ha o modelo de interagéo da Figura 26. As unidades de representacao
sdo: a pagina “Close Challenges” (Figura 34) e a janela de dialogo “Justification for
answer validation” (Figura 35).

73



ia

#*| @

I Downloads B Games @M HUAP @m IDS »

/qj“ ..::Network Curato X\D
& ct ‘@ pseudomonas.procc.fiocruz.brg 185/Cursystem/analise/close_challengesjsf
i Apps Bm Alan Bm Android Bm Bancos WM Cafes WM Carros BB Cervejas @B Compras BB Concursos [ Desenvolvimen

User: Thiago Giannini

Cursystem

Validation justification

Management Your challenges
2 Registe chy -
egister researchers * ? R_ATPM/ATPM - Confirmar de Reago Importada 8 Mrein Argolio
7 Throw challenges 2
. - = Esta reacio da conta da ds d i da taxa de mu {obtida extrapoland a

@ Challengs discussions ? R_mn02476 / 3-phosphoshikimate 1-carboxyvinyltransferase - Confirmar de Reagao curva de crescimento ao ponto mu=0) =

? R_mn00695 / glucose-1-phosphate adenylyltransferase - Confirmar de Reagao Impc
+ Close challenges P »

Validate Answer
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Figura 34 — Pagina de validacdo de respostas (unidade de apresentacédo "Close
challenges")
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Justification for answer validation

Resposta validada pelo argumento do Pesquisador Argollo.

Figura 35 - Janela de dialogo para justificar e validar resposta
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3.3 Etapa 3 - Avaliagdo inicial através de métodos matematicos e

computacionais

Ao fim da execucdo dos dois passos da metodologia adaptada, é preciso
avaliar o modelo reconstruido e verificar se 0s objetivos foram alcancados. Nesse
contexto, o objetivo é a constru¢do de um modelo computacional da rede metabdlica
da P. aeruginosa CCBH4851 que simule a geracdo de biomassa maior que zero. O
NETGen traz em sua implementacdo um modulo que executa avaliacdo preliminar
do modelo, porém € simples e limitado. Existem outras ferramentas mais soélidas que
também se destinam a essa tarefa que foram utilizadas como suporte adicional da
avaliacdo computacional para refinar os resultados.

A avaliacdo computacional/matematica consiste na utilizacdo de métodos
matematicos implementados em linguagem de programacéo. A area da matematica
que dispbe desses métodos € chamada de programacao linear e tem como seu
principal objetivo a otimizacdo de problemas de fluxos (7,12,32). A otimizacdo é uma
ferramenta precursora para avaliacdes de fluxos de modelos de redes metabdlicas
(30).

Para executar avaliacdo dos modelos gerados por este trabalho, fez-se uso
do FBA (descrito na secédo 1.3.1) (34) e o Gapfilling (descrito na secédo 1.3.4) da
implementacdo COBRApy (secdo 1.3.3) do COBRA (14). O FBA efetua calculos dos
fluxos das reacdes levando em consideracao um estado estacionario (32). Esse tipo
de abordagem nos permite verificar os resultados da reacdo de geracdo de
biomassa descrita no modelo. O Gapfilling auxilia em casos em que a taxa de
biomassa gerada da versdo do modelo € zero. O Gapfilling compara o modelo alvo
com o modelo de referéncia e analisa quais reagfes poderiam complementar o
modelo alvo para simular a geracdo de biomassa diferente de zero (14). Dentro de
um conjunto de solucdes possiveis, 0 método sempre sugere o0 menor numero de
reacdes complementares para geracédo de biomassa no modelo alvo.

Para a implementacéo da integracdo com o NETGen, o COBRApy também foi
o escolhido (14). A entrada (input) para os programas de analise € o arquivo no
formato SBML. Descritos nas sec¢des anteriores, o resultado (produto) da aplicagéao
da metodologia de reconstru¢do executada € o modelo alvo em formato SBML (37).
O SBML é o formato padrdo do COBRApy, portanto, facilita a execucao da avaliacéo
preliminar da rede metabolica gerada implementada no NETGen. Na Figura 36

observa-se como um codigo conciso permite analisar a reacdo de geracdo de

75



biomassa do modelo, assim como 0s numeros de reagfes, metabolitos

mapeados na reconstrucao (14).

e genes

testeCCBH4251.py

import ...
pandas.options.display.max rows = 100

data_dir = ocs.getcwd()

sbhml file =

nomeRede =

str{sys.argv([l])
stri{sys.argv[a])

ccbh = cobra.io.read sbml model (shml_file)

print

print
print
print
print
print
print

tx_em horas =
L _em minutos =

print ('-—————- CCBH4B1S --———————————- ")
taxaC = cchh.optimize().£
print ('ID: %s') % nomeRede

{'biomass generated: %f mmol/g DCW/h') % (taxal)
log{2.0) /taxaC

tx_em horas * &0

('biomass produced in hours: &f') % (tx_em horas)
('biomass produced in minmtes: %f') % (tx _em minutos)

{'reactions: %i') % (len{cckh.reactions))
{'metabolites: %1') % len({ccbh.metabolites)
{('genes: 8i') % len({ccbkh.genes)

Figura 36 - Script em Python utilizando o COBRApy para analise de modelos
metabdlicos representados por arquivos em formato SBML

3.4 Base de Conhecimento da Pseudomonas aeruginosa CCBH4851

Uma reconstrucdo de modelos de redes metabdlicas ndo necessariamente

precisa de base de dados para armazenar informacdes (7). Previamente salientou-

7

se que o resultado do processo de reconstrugcdo geralmente € um arquivo

representando o modelo gerado, como o SBML (37). Nesse trabalho, optou-se por

projetar uma base de dados para guardar as informacdes de todas reconstrucoes.

s

Esta base de dados é intitulada de Base de Conhecimento da P. aeruginosa

7

CCBH4851. A intencédo da construcdo de tal base é manter as informagdes mais

recentes dos modelos da bactéria e partilha-las com a comunidade cientifica.
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Quando um modelo estd em processo de construcdo pelo NETGen, a
existéncia das reacfes do metabolismo é verificada no banco de dados. Em caso
positivo, institui-se uma ligacdo com elas (relacionamentos). Caso contrario, a(s)
reacdo(6es) é(séo) inserida(s) e depois a ligacao é feita. Essa arquitetura possibilita
a geracao de uma versédo para cada modelo guardado na base de conhecimento,
reutilizando todas as outras informacOes através de referéncias como reacdes,
metabodlitos e associacdes Gene-Proteina-Reacdo (GPR) (7). Esse tipo de
abordagem aumenta o desempenho do sistema, pois a cada nova reconstrucao
executada, mais informacdes serdo guardadas na base de conhecimento.
Consequentemente, o tempo de processamento vai diminuir para novas
reconstrucgoes.

Além das informagfes dos modelos metabdlicos, também sdo armazenados
dados relacionados aos componentes do organismo alvo. As informagdes sao: cepa;
genoma, gene, proteinas, enzimas e links de referéncias para outras bases de
dados. Outras informacdes projetadas e agregadas na base de conhecimento sédo os
dados processados pelo CurSystem. Informagdes de “Desafios”, “Respostas”,
“‘Comentarios” e “Usuarios” foram adicionadas. A base de conhecimento funciona
com uma camada intermediaria entre os dois sistemas (Figura 37). O NETGen

deposita dados criando modelos, o CurSystem altera dados evoluindo modelos.

CurSystem

NETGen

& s &

/nSe,pées

Base de Conhecimento da
Pseudomonas aeruginosa
CCBH 4851

Figura 37 — Arquitetura da interconexao entre os sistemas NETGen, CurSystem
e a Base de Conhecimento da P. aeruginosa CCBH4851
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A ligacao entre os dois sistemas é feita através da Entidade “Reaction” como
se pode observar no Modelo ER (Entidade e Relacionamento) da Base de
Conhecimento revelado na Figura 38. Como ja descrito na secdo 3.2, uma solucao
candidata a resolucdo do desafio, quando aprovada pelo responsavel, pode validar,

modificar ou inserir uma nova reacao no modelo, compactuando com sua evolugéo.

78



m
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! id BIGINT{20)
 title VARCHAR(45)
———i<
“»validation INT{11)
> status TINYINT(1)

@ researcher_id INT(
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Inde xes
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 reaction_id VARCHAR(10)
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& user_id INT{11)

1 answer_id BIGINT{20)

Indexes

+id INT{11)
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> log VARCHAR(2000)
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Indexes
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|
r
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Indexes
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Indexes

Indexes
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o dt_register DATETIME
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» new_squation VARCHAR(250)
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————

-
11)
1
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=1 name VARCHAR{100) [

! id VARCHAR 45)
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< definition VARCHAR(250)

m

*id INT{11)
» name VARCHAR(45)

Indexes

+
|
|
5
&

L id INT{11)
» name VARCHAR 50)

 login VARCHAR(50)
 pass VARCHAR(50)
> tel VARCHAR(45)

> email VARCHAR(45)
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! id VARCHAR(10)
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> name VARCHAR(200)

» formula VARCHAR(50)

“scharge INT

. equation VARCHAR(250)

. structure BLOB

“rreverse BIT
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& reagtion_id VARCHAR(10)

Indexes

1 enzime_id VARCHAR(10)
1 reaction_id VARCHAR({10)
1 protein_id VARCHAR(10)

! id VARCHAR({10)
» name VARCHAR(200)

» seq_aa VARCHAR{2000)
& gene_id VARGHAR({ 10)
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1 reaction_id VARCHAR(10)
1 compound_id VARCHAR(10)
“» stoichiometry DECIMAL(S,2)
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Figura 38 - Modelo de Entidade e Relacionamento (ER) da Base de
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4 RESULTADOS

Os resultados obtidos a partir do uso da metodologia descrita podem ser
agrupados em dois conjuntos distintos. Cada conjunto de resultados esta
relacionado a diferentes etapas do processo de reconstrucdo da rede metabdlica. O
primeiro conjunto € fruto da etapa de reconstrucdo automatica da rede, obtida a
partir de algumas execucdes no sistema NETGen. Este modelo, chamado
mCCBH4851_v1, ndo é capaz de gerar biomassa.

Os demais resultados descrevem uma rede metabdlica com geracdo de
biomassa maior que zero, chamada de mCCBH4851 v2. Esta rede é produto das
inferéncias feitas por especialistas a partir da utilizagdo do sistema CurSystem para
o aperfeicoamento da mCCBH4851 vl. Para fins didaticos, ao final deste capitulo
sera apresentada uma relacdo de todas reacdes agrupadas dos subsistemas
mCCBH4851_v1 e mCCBH4851 v2.

4.1 Reconstrucéo Inicial

Entre os modelos que poderiam ser utilizados como referéncias para a
reconstrucao inicial da rede metabdlica do organismo estudado, havia trés opcdes
consolidadas. Em 2008, foi proposto um modelo (12) cujo objetivo consistiu em
mapear 0 metabolismo basico da Pseudomonas aeruginosa PAO1 a fim de obter
geracdo de biomassa. No ano de 2017, foi publicado um modelo estendido da P.
aeruginosa PAOL1 (6), cuja intencdo foi mapear ndo apenas o metabolismo basico
(geracao de biomassa), mas também os mecanismos de resisténcia. Em paralelo ao
modelo da PAO1 de 2017, os mesmos pesquisadores reconstruiram um modelo
para a cepa PA14, contemplando seus fatores de viruléncia (6).

Doravante, os modelos da P. aeruginosa PAO1 publicados em 2008 e 2017,
serdo abordados pelas suas respectivas identificagcbes, mPAO1_v2008 (iMO1056),
mPAO1 v2017 (iPAE1146). O modelo da P. aeruginosa PA14 também publicado em
2017 seré identificado como mP14 (iPAU1129).

Na Tabela 2, observa-se uma comparacdo dos modelos descritos segundo
seus numeros de genes, reagdes, metabolitos e biomassa. Note-se que os modelos
MPAO1 V2017 e mPAl4 apesar de referirem-se a cepas distintas, apresentam

valores proximos entre si. Entretanto, tais modelos geram valores bastante distintos
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do modelo MPAO1 2008, especialmente no que se refere aos valores de
metabalitos e geracdo de biomassa. Tal diferenca se justifica em funcéo da incluséao
de novos genes e reacdes no mapeamento realizado na reconstrucdo em cada um
dos modelos de 2017.

- mPAO1_v2008 | mPAO1 v2017 | mPAl4
N°. Genes 1054 1148 1132
N°. Reacdes 1110 1496 1495
N°. Metabdlitos 879 1284 1286
Biomassa? 1,047929 15,509635 15.508373

Tabela 2 — Dados dos diferentes modelos reconstruidos da P. aeruginosa
PAOL1 (6,12).

O modelo de referéncia para a reconstrucdo da rede metabdlica da P.
aeruginosa CCBH4851 realizada nesse trabalho foi o mPAO1_v2017 (6). O critério
de escolha foi definido em funcéo dos objetivos a serem alcancados e da quantidade
de informacdes genéticas mapeadas nos modelos. O mPAO1 v2017 € uma
atualizacdo do mPAO1_v2008 que, além de mapear reacdes de metabdlitos
precursores de biomassa, adiciona genes para fatores de viruléncia e resisténcia a
antibioticos, sendo, portanto, o0 modelo com mais informacao genética disponivel.

No modelo mCCBH4851 vl, primeiro modelo de rede metabdlica
reconstruido pelo NETGen, obteve-se o mapeamento de 1446 reacbes, 1268
metabdlitos e 1139 genes (Tabela 3). Seu valor de geracdo de biomassa foi de
0.0000 mmol/g DCW/h. Este resultado indicou que o modelo gerado nao foi capaz
de simular o fluxo basico de reacdes para producédo dos metabdlitos essenciais para

duplicacdo da bactéria.

Genes Reacdes Metabdlitos Biomassa
mCCBH4851_v1 1139 1446 1268 0.00*

*mmol/g DCW/h

Tabela 3 — Dados mapeados da primeira rede metabdlica reconstruida da P.
aeruginosa CCBH4851 no NETGen.

2 Medida dada em milimoles por grama de peso seco de célula por hora (mmol/g DCW/h).
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Os numeros extraidos e calculados pelo sistema NETGen (Figura 40) foram
validados no pacote COBRApy (14). O script de calculo da geracdo de biomassa é
exibido na Figura 36 e os resultados de saida deste script sdo mostrados na Figura
39.

thiago@thiago-X555LF: fccbh4851system

thiago@thiago-X555LF: fccbh4851system$ python testeCCBH4851.py CCBH4851 vi1.xml CCBH4851
ID: CCBH4851
biomass generated: ©.000000

Reconstruction numbers
reactions: 1446
metabolites: 1268
genes: 1139
thiago@thiago-X555LF: /ccbh4851systems |

Figura 39 - Resultados da analise da primeira rede gerada (mCCBH4851_v1)
feita no pacote COBRApy

Na Figura 40, verifica-se o e-mail com o relatério gerado pelo NETGen

reafirmando a igualdade de resultados apontados nas duas analises descritas.

a google.com

o e 8§ & 06 b e

New Reconstruction started Caixa de enirada X &
ccbh4851system@gmail.com @ 1545 (Ha 1 minuto) ¥y
paraeu

7{; inglés v > portugués v  Traduzir mensagem Desativar para: inglés

Reconstruction Data:

ID user: 1

Reconstruction user: Thiago

Email: gianninimail@gmail.com

Date and Time Start: Mon Jun 11 15:44:58 BRT 2018
Date and Time Finish: Mon Jun 11 15:45:38 BRT 2018

MODEL OUTPUT:

ID: CCBH4851_v1.xml

biomass generated: ©.000000
----- Reconstruction numbers-----
reactions: 1446

metabolites: 1268

genes: 1139

B cCBH4851_vixml '

Figura 40 - E-mail com o resultado e analises gerados pelo NETGen

4.2 Gaps para geracao de Biomassa e Curadoria Assistida

Os resultados atingidos na etapa anterior permitiram a obtencdo de um
modelo de rede metabdlica da P. aeruginosa CCBH4851 mais acurado, o
mCCBH4851_2. Descrita na secdo 1.3, a analise de lacunas da rede permite

solucionar falhas no modelo gerado pelo NETGen, completando o ciclo de reacdes
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gue fazem parte do metabolismo basico (7). O Gapfilling do COBRApy foi utilizado
para indicar quais reacdes ndo foram encontradas no modelo de referéncia
(mPAO1 v2017), auxiliando na sinalizacdo de quais reacbes seriam necessarias
para o modelo mCCBH4851 vl gerar biomassa.

Na Tabela 4 constam as rea¢fes que resultaram da andlise de lacunas do
COBRApy. Tais reacfes foram consideradas essenciais para que o0 modelo

mCCBH4851_v1 pudesse simular a geracdo de biomassa.

ID SBML Associacao EC Nome Subsistema
Number
R_rxn02476 PA3164 2.5.1.19 3-phosphoshikimate 1- | Biossintese de
carboxyvinyltransferase | fenilalanina,
tirosina e
triptofano
R_rxn00695 - 2.7.7.27 glucose-1-phosphate Metabolismo
adenylyltransferase de amido e
sacarose
R_rxn05468 - - 02 transport in via Transporte de
diffusion Oxigénio
R_ATPM - - pseudo-reacao Demanda
Energética

Tabela 4 - Reacdes apontadas pela analise de lacunas no Modelo
mCCBH4851_v1

Para a segunda reconstru¢do da rede metabdlica, utilizou-se o mddulo de
inferéncia de genes implementado e descrito na se¢édo 3.1.1. Somente as reagdes
indicadas pela andlise de lacunas do COBRApy foram adicionadas manualmente na
segunda reconstrucao.

O acréscimo de reacdes na primeira versdo do modelo modificou
positivamente a geracao de biomassa, porém, o numero de metabdlitos permaneceu
inalterado. Este fato indica que possivelmente novas rotas foram ajustadas para que
o fluxo de metabdlitos pudesse resultar na geracdo de biomassa (12).

Os numeros obtidos no mapeamento foram: 1450 reacdes, 1268 metabdolitos

e 1139 genes. A simulacdo de geracdo de biomassa resultou em 12.470973 mmol/g
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DCW/h. Este valor, quando convertido para taxa de duplicagdo, resulta em
aproximados 3.33 minutos (0.055 horas). O relatério com o resultado encontra-se na

Figura 41.

] google.com

g 6 8 & 0 DO

New Reconstruction started Caixa de entrada X ol
ccbh4851system@gmail.com & 11dejunde 2018 16:21 Yy 4
paraeu

TA inglés « > portugués v  Traduzir mensagem Desativar para: inglés

Reconstruction Data:

ID user: 1

Reconstruction user: Thiago

Email: gianninimail@gmail.com

Date and Time Start: Mon Jun 11 16:21:37 BRT 2018
Date and Time Finish: Mon Jun 11 16:22:22 BRT 2018

MODEL OUTPUT:

ID: CCBH4851_vw2.xml

biomass generated: 12.470973
rrrrr Reconstruction numbers-----
reactions: 1458

metabolites: 1268

genes: 1139

B ccBH4851_v2.xml '

Figura 41 - Relatorio da segunda versado gerado do modelo.

Para fins de comprovacao dos resultados obtidos pelo NETGen, obteve-se
uma contraprova a partir do COBRApy. Tal como o modelo mCCBH4851 v1, o
modelo mCCBH4851 v2 foi executado no COBRApy a fim de verificar se seus
produtos permaneceriam inalterados. A saida que resultou da execucdo desse
método pode ser visualizada na Figura 42. Observa-se que ha uma coincidéncia
(validac&o) entre os numeros descritos no relatério do NETGen enviado por e-mail e
a saida do COBRApy.

thiago@thiago-X555LF: fccbh4851system
thiago@thiago-X555LF: /ccbh4g851system$ python testeCCBH4851.py CCBH4851 v2.xml CCBH4851
ID: CCBH4851
biomass generated: 12.470973
Reconstruction numbers

reactions: 1458
metabolites: 1268

genes: 1139
thiago@thiago-X555LF: /ccbh4851systems JJ

Figura 42 - Resultado do COBRApy utilizando o arquivo SBML da segunda
versdo do modelo (mCCBH4851_v2)

84



19

120

121

122

123

O segundo modelo gerado da rede metabdlica (MCCBH4851 v2) mostrou-se
mais interessante se comparado ao primeiro. A simulacdo do modelo apontou um
resultado de geracdo de biomassa acima de zero. A Tabela 5 expde a diferenca
entre as duas reconstru¢cdes executadas no NETGen. A Unica diferenca entre os
dois modelos é de quatro reacdes, ou seja, as quatro reacdes inferidas

manualmente por indicacédo da analise de lacunas.

! Genes Reacdes Metabolitos Biomassa

mCCBH4851_v1 1139 1446 1268 0.00*

mCCBH4851_ v2 1139 1450 1268 12.470973*

*mmol/g DCW/h
Tabela 5 - Comparacao entre os dois modelos gerados no NETGen

As quatro reacdes que foram incluidas por inferéncia no modelo estdo em
fase de analise por especialistas através do método de analise suportado pelo
sistema WEB CurSystem. Cada reacdo foi exposta por desafios lancados no
sistema, para que os pesquisadores possam discutir e reafirmar a existéncia destas
reacdes no modelo. Com isto, espera-se eliminar as lacunas ocasionadas pela
reconstrucdo automatica. A seguir, na Figura 43, observa-se a imagem recortada da

pagina de desafios do CurSystem com as reacdes descritas.

List of challenges

Title ¢ Status & Project (Network Type) ¢ Owner - Answers Actions

R_ATPM [ ATPM - Confirmar de Reacdo Importada COMPLETED

R_r«n02476 / 3-phosphoshikimate 1-carbowyvinyliransferase -

Confirmar de Reacio Importada OREN

R_rxn00895 / glucose-1-phosphate adenylyliransferase - Confirmar

de Reagdo Importada OREN

Validag3o da Reagdo de Biomassa do Mod. V1 CCBH4351 OPEN

nn05468 / O2 transport in via diffusion - Confirmar de Reacdo

Importada OPEN

Metabolic Metwork CCBH4851

Metabolic Metwork CCBH4851

Metabolic Metwork CCBH4851

Metabolic Metwork CCBH4851

Metabolic Metwork CCEH4851

Thiago Giannini

Thiago Giannini

Thiago Giannini

Thiago Giannini

Thiago Giannini

1

]

0

]

]

Figura 43 - Reacdes apontadas na analise de gap cadastradas no CurSystem

7

A reacdo com ID numero 119, é um exemplo de reacdo que foi validada

através do desafio respondido no sistema. O desafio encontra-se em fonte de cor
verde, indicando que foi resolvido e a reacao validada. Almeja-se que outras reacdes
possam ser validadas e até mesmo incrementadas através do CurSystem conforme
descrito na secéo 3.2.
O arquivo do modelo esta disponivel para download no portal
Pseudomonas.com  (http://pseudomonas.procc.fiocruz.br/index.php/data/ccbh4851-
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metabolic-network/download/6-metabolic-network-data/21-metabolic-network-v2) (8).

Os dados gerados e armazenados na base de conhecimento até o momento
também estdo disponiveis no portal. A principio, ndo foi desenvolvida uma interface
web para acesso aos dados. Foram criadas planilhas em Excel com todas as
informacdes separadas por abas, seguindo a prépria estruturacdo do banco de
dados. Cada aba da planilha representa uma tabela na base de conhecimento. O
arquivo pode ser acessado pelo link

http://pseudomonas.procc.fiocruz.br/index.php/data/ccbh4851-metabolic-

network/download/6-metabolic-network-data/22-knowledge-base (8).

4.3 Modelos mPAO1 v2008 x mPAO1 v2017 x mCCBH4851 v2

A reconstrucdo do modelo mPAO1 v2008 obteve o mapeamento de 1056
genes, 883 reacbes e 760 metabdlitos (12). A atualizacdo que resultou no modelo
mPAO1 v2017 (6) acrescentou 90 genes, 610 reacdes e 524 metabdlitos. A
reconstrucdo executada neste trabalho resultou em um modelo com poucas
diferencas em relacdo ao modelo de referéncia. O mCCBH4851 v2 alcancou 0s
seguintes niameros no mapeamento: 1139 genes, 1450 reacdes e 1268 metabdlitos
e 576 EC numbers. A Tabela 6 apresenta a comparacdo dos dados mapeados de

todos os modelos descritos.

Genes | Reacbes | Metabdlitos EC Biomassa
numbers

mCCBH4851_ v2 1139 1450 1268 576 12.470973*
mPAO1_v2008 1056 883 760 502 1,047929*
mPAO1_v2017 1146 1493 1284 674 15,509635*

*mmol/g DCW/h
Tabela 6 - Dados comparativos entre os modelos mCCBH4851 v2,
mPAO1_v2008 e mPAO1 v2017 (6,12).
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4.4 ReacOes mapeadas e agrupadas por subsistema

A maior parte das reacdes mapeadas foi identificada dentro do subsistema a
qual pertence. Apenas doze reacdes tiveram seu subsistema desconhecido. Na

Tabela 7 consta a lista de reagdes dividas por subsistemas.

Ne de

Subsistema ReagOes
valine, leucine and isoleucine degradation 17
purine metabolism 61
tryptophan metabolism 3
glyoxylate and dicarboxylate metabolism 13
nitrogen metabolism 13
alginate synthesis 3
one carbon pool by folate 3
none 12
terpenoid biosynthesis 8
aminoacyl-trna biosynthesis 7
aminobenzoate degradation 1
methane metabolism 1
pentose and glucuronate interconversions 2
peptidoglycan biosynthesis 7
cysteine and methionine metabolism 20
cyanoamino acid metabolism 1
amino sugar and nucleotide sugar metabolism 9
galactose metabolism 3
lysine degradation 3
glutamate metabolism 8
glycerolipid metabolism 90
glycerophospholipid metabolism 56
streptomycin biosynthesis
biotin metabolism
quorum sensing 8
lipopolysaccharide biosynthesis 37
phenylalanine, tyrosine and tryptophan biosynthesis 16
fructose and mannose metabolism 10
rhamnolipid synthesis 3
beta-alanine metabolism 2
biosynthesis of steroids
oxidative phosphorylation 19
pentose phosphate pathway 20
ascorbate and aldarate metabolism 1
valine, leucine and isoleucine biosynthesis
pyrimidine metabolism 34
porphyrin and chlorophyll metabolism 27
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pantothenate and coa biosynthesis 14
exchange 171
butanoate metabolism 15
starch and sucrose metabolism 6
sulfur metabolism 6
terpenoid backbone biosynthesis 1
glycine, serine and threonine metabolism 20
benzoate degradation via coa ligation 1
carbohydrate metabolism 1
selenoamino acid metabolism 1
biosynthesis of siderophore group nonribosomal peptides 6
methionine metabolism 7
nicotinate and nicotinamide metabolism 10
penicillin and cephalosporin biosynthesis

propanoate metabolism

thiamine metabolism 6
alanine, aspartate and glutamate metabolism 11
arginine and proline metabolism 27
histidine metabolism 13
vitamin b6 metabolism 14
benzoate degradation 10
carbon metabolism 4
glycolysis / gluconeogenesis 18
biomass 1
glutathione metabolism

fatty acid metabolism 40
folate biosynthesis 14
citrate cycle (tca cycle) 15
transport 223
lysine biosynthesis 11
riboflavin metabolism 8
phenazine biosynthesis

metabolism of terpenoids and polyketides 1
glycerolipid synthesis 10
ubiquinone biosynthesis 21
fatty acid biosynthesis 147
phosphonate and phosphinate metabolism 2
pyruvate metabolism 17
urea cycle and metabolism of amino groups 7
tyrosine metabolism 8

Tabela 7 - Relacdo de reacdes mapeadas por subsistema do modelo
mCCBH4851_v2
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As reacdes que néo tiveram seu subsistema identificado foram relacionadas
na Tabela 8. Essas reac¢des também foram incluidas como desafios no CurSystem

para identificacdo por parte dos pesquisadores na curadoria da rede.

Reagdes com subsistema desconhecido Status (CurSystem)
R_rxn02831 Em avaliagdo
R_rxn12206 Em avaliagdo
R_rxn04093 Em avaliagdo
R_rxn06216 Em avaliagdo
R_rxn00006 Em avaliagdo
R_rxn00206 Em avaliagdo
R_rxn13819 Em avaliagdo
R_rxn13810 Em avaliagdo
R_rxn06831 Em avaliagdo
R_rxn02875 Em avaliagdo
R_rxn05064 Em avaliagdo
R_ATPM Avaliada

Tabela 8 - Relacdo de reacdes com subsistema desconhecido
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5 DISCUSSAO

Esquematicamente, os resultados obtidos foram divididos em duas se¢des em
raz8o de suas naturezas bastante distintas. A metodologia desenvolvida é
considerada um resultado para a ciéncia computacional e sera discutida na secéo
5.1, analisando a implementacédo dos softwares e seus desempenhos ao processar
as informagbes. Separadamente, na se¢do 5.2 serdo discutidas as informagdes
acerca da versdo atual do modelo da rede metabdlica da Pseudomonas aeruginosa
CCBH4851.

5.1 Aspectos Computacionais

O primeiro aspecto a ser destacado refere-se a aplicabilidade da metodologia
que foi empregada neste trabalho. Ambos sistemas adotados como ferramentas
para a aplicacdo da metodologia foram estruturados para servirem a um amplo
espectro de utilizagdo. O NETGen destina-se a reconstrucbes de diferentes
organismos e o CurSystem pode ser empregado em diferentes projetos que
envolvem refinamento de informacdes de forma descentralizada por varias pessoas.

O sistema NETGen foi desenvolvido para dar suporte a reconstrucdes de
modelos de redes metabdlicas de qualquer tipo de organismo. O sistema ndo se
restringe a cepas de Pseudomonas aeruginosa, sequer a bactérias. Os dois
requisitos basicos impostos pela metodologia sdo as entradas de arquivos digitais
gque representem o organismo alvo e o organismo referéncia. Como descrito na
secdo 3.1.1, tais entradas do NETGen séo obrigatérias. A primeira € a anotacdo no
formato digital GBK, a segunda € um arquivo em formato digital do tipo SBML
(37,52).

O sistema CurSystem também teve sua importancia e generalidade de
utilizacdo confirmada. O sistema ndo est4 sendo utilizado somente para a curadoria
da rede metabdlica reconstruida neste trabalho pelo NETGen, mas também em
outros projetos que necessitam de interlocucbes entre pesquisadores. Como
exemplo, menciona-se 0 projeto que estda sendo desenvolvido pelo grupo de
modelagem do IOC/Fiocruz que esta trabalhando na modelagem da Rede
Regulacdo Génica da Pseudomonas aeruginosa CCBH4851. A Figura 44 mostra

detalhes de desafios que foram criados e solucionados para este projeto-
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4° .:Network Curator Syste: X Wkgm  — X

&« C Y | ® pseudomonas.proce.fiocruzbrg185/C adast afios.jsf T
22 Apps Alan Android Bancos Cafes Carros Cervejas Compras Concursos Desenvolvimento Downloads Games HUAP DS Informatives »
ﬁ CurSystem User: Thiago Giannin
o List of challenges
2 Regeter researchers Id Title & Status & Project (Network Type) & Answers Actions
» Throw challenges 31 Gene "hu COMPLETED 4851 Fem. 1 ﬁﬁﬁ
© Challenge discussions 32 | Gene"hf GOMPLETED 4551 Fem: 1 Eﬁﬁ
+ Close challenges 33 | Gene'pfA GOMPLETED 4851 Femando Medeiros 1 Eﬁﬁ
34| Gene"acpP2 COMPLETED 51 Fem: 1 ﬁaﬁ
Gene "hily COMPL 4851 F 1 ﬁﬁﬁ
Gene "hilE GOMPLETED 4551 Fem: 1 Eﬁﬁ
Gene "kinl GOMPLETED Gene Regulation Netwark CCBH4851 Femando Medeiros 1 Eﬁﬁ
a Gene "adcA” OPEN Gene Regulation Network CCBH4851 Ana 1 ﬁﬁﬁ
43 GenelpsB COMPLETED ork CCBH4851 Fem. 1 ﬁﬁﬁ
44 Genefpsh GOMPLETED 4851 Fem: 1 Eﬁﬁ
45 | GeneipbR COMPLETED ation Network CCBH4851 Femando Medeiros 1 Eﬁﬁ
46 | GenePA4G25 COMPLETED ion Network CCBH4851 Femando Medsiros 1 ﬁﬁﬁ
1)2)3|4]5)6|7]8)9
(WE=
Copyright@Thiago Giannini Ramos - 10C / PROCC (Fiacruz 14:27:43 | 23/06/2018

Figura 44 - Desafios cadastrados para a Modelagem da Rede de Regulacéo
Génica da P. aeruginosa CCBH8451

5.1.1 Desempenho de processamento e Importéncia da base de conhecimento

O processamento executado pelo NETGen foi medido através de
armazenamento de log (histérico) de dados, processo no qual registram-se 0s
processamentos relevantes em um sistema computacional. Para a realizacdo deste
procedimento, delimitam-se dois marcos temporais, um no inicio e outro ao final da
execucao de todas as rotinas de uma reconstrucdo. Essas informacgdes registradas
em formato com data e hora sdo enviadas por e-mail para o usuario solicitante,
juntamente com os dados da reconstrucao.

A execucdo de uma reconstrucdo podde ser classificada segundo duas
tendéncias (vertentes) de desempenho. A reconstrugcdo do organismo alvo pela
primeira vez no sistema apresentou processamento completo das etapas mais
demorado. Comparativamente, depois da primeira execugcdo, todas as outras
procederam de maneira mais rapida.

A reconstrucdo de um organismo alvo em relacdo ao qual se tem pouca ou
nenhuma informag&o na base de conhecimento leva em média duas horas. Isto foi
verdadeiro também para a reconstrucdo do modelo mCCBH4851 v1, tal como pode

ser observado na Figura 45.
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New Reconstruction started

ccbh4851system@gmail.com
para eu =

Mp inglés ~ > portugués ~  Traduzir mensagem

econstruction Data:

Reconstruction ID: 1

econstruction user: Thiago

Email: gisnninimail@gmsil.com

Date and Time Start: Monm Jun 25 19:33:86 BRT 2813
Date and Time Finish: Mon Jun 25 21:58:13 BRT 2812

Figura 45 - Resultado de execucédo de uma reconstru¢cdo com pouca ou
nenhuma informacéo na Base de Conhecimento

Este tempo de processamento elevado se justifica devido a auséncia de qualquer
tipo de informagdo do modelo na base de conhecimento. Gragas a indisponibilidade
de dados, o sistema opera buscas externas na base de conhecimento do KEGG.
Cada reacdo mapeada inclusa no modelo pelo médulo do NETGen requereu a
utilizacdo do servico web da plataforma para buscar informacfes adicionais de
enzimas (26). Gracas ao reaproveitamento dos registros da base possibilitado pela
estrutura de versionamento desenvolvida no sistema, as reconstrugdes seguintes
acontecem em tempo consideravelmente menor. Isto se confirma também nas
reconstrucdes posteriores executadas para a P. aeruginosa CCBH4851. O modelo
mCCBH4851_v2 levou em torno de um minuto para ser gerado, pois a maioria das
informacdes sobre suas reacfes ja estavam registradas na base de conhecimento
gerada pela reconstrucdo anterior. Trata-se de um sistema de retroalimentacéo:
cada nova reconstrugdo gera 0 armazenamento de informacdes que sao
reaproveitadas posteriormente por novas reconstrugdes, diminuindo a necessidade
de buscas adicionais em plataformas externas. O resultado pode ser conferido na

Figura 46.

92



New Reconstruction started

cchh4851system@gmail.com
para eu -

Xp inglés v > portugués v  Traduzir mensagem

Reconstruction Data:
Reconstruction ID: 2

Reconstruction user: Thiago

Email: gisnninimailf@gmail.com

Date and Time Start: Mon Jun 25 23:11:16 BRT 2818

Date and Time Finish: Mon Jun 25 23:12:87 BRT 2818

Figura 46 - Resultado de execuc&o de uma reconstru¢ao com a maioria das
informacdes contidas na Base de Conhecimento

A criacdo de uma base de conhecimento prépria para as reconstrucdes
executadas pelo NETGen tinha como o propdésito inicial a génese de um repositério
de dados para a cepa CCBH4851, objeto de estudo do grupo de pesquisa no qual
este trabalho se insere. Porém, no decorrer do desenvolvimento e preenchimento
dos dados, a criacao desta base se mostrou primordial para o bom desempenho das
varias execucoOes realizadas a fim de obter o melhor modelo da bactéria. Do ponto
de vista computacional, tais diferencas de desempenho sdo importantes e apontam

para a relevancia da criacdo da base de conhecimento.

5.2 Aspectos do Modelo Bioldgico da P. aeruginosa CCBH4851

Esta secdo aborda aspectos relevantes acerca do modelo, informacgbes que
influenciaram diretamente na reconstrucdo e as dificuldades impostas por todas as
reconstru¢cdes metabdlica abordadas neste trabalho (6,12,36).

Em relagcdo as reconstrugcbes metabdlicas empreendidas pelos trabalhos
realizados em 2008 e 2017 (6,7,12,36) este trabalho representa uma reconstrucao
inicial (draft), uma vez que necessitou delimitar um recorte nas etapas do protocolo

T&P em funcdo dos prazos impostos pela realizacdo de uma pds-graduacéo.
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Comparativamente, os demais trabalhos citados puderam executar mais etapas do
protocolo T&P (7), tendo como consequéncia a obtencdo de resultados mais
abrangentes do que os aqui apresentados. O exiguo tempo de trabalho impds limites
a implementacdo de todas as etapas do protocolo T&P, obrigando a formular uma
adaptacdo do mesmo, por essa razdo, pode-se afirmar que a elaboracdo da
metodologia empregada neste trabalho foi fundamental para o sucesso da
reconstrucdo do modelo da P. aeruginosa CCBH4851. Atualmente, o modelo
encontra-se em fase de curadoria, mas através da aplicacdo do método atingiu-se
uma versao que simula a geracdo de biomassa maior que zero, atendendo aos
objetivos deste trabalho. Isto s6 foi possivel porque toda informacédo contida no
modelo representa fortemente as relacdes Gene-Proteina-Reacdo caracterizadas

pelo genoma.

5.2.1 Sobre a escolha do Modelo de Referéncia mPAO1_v2017

A modelagem metabdlica é area emergente, embora ja possua muitas
informacdes disponiveis. Entretanto, nem sempre tais informacfes sdo de facil
andlise e validagéo (7,15,28). Os modelos disponiveis para serem utilizados como
referéncias ndo seguem um padrdo de nomenclaturas para suas reacbes e
metabdlitos (6,12,36). O modelo publicado em 2008 (12) e os de 2017 (6) estdo
disponiveis no mesmo formato, porém em diferentes versdes: o SBML level 3 (57) e
SBML level 2 (58), respectivamente. H4 ainda um modelo publicado em 2015 (36),
disponivel apenas em formato proprietario do MATLAB (31).

O modelo mPAO1 2017 apresenta algumas caracteristicas interessantes,
dentre elas destacam-se a escolha da cepa, o numero de informac¢cBes geradas
comparativamente a outros modelos e a validacéo de seus dados pela comunidade
cientifica.

A cepa PAOl é a mais amplamente utilizada pela comunidade cientifica
quando se trata de estudos de modelagem e reconstrucdo metabdlica da P.
aeruginosa (6). E ndo apenas a cepa que abrange mais versdes de modelos
metabalicos disponiveis em bases de dados cientificos, como também aquela cujos
modelos ensejaram a publicacdo de andlises posteriores. Por esses motivos,
considera-se que a Pseudomonas aeruginosa PAO1l possui modelos solidos
(curados e validados) (6,12,36). Assim, ainda que ndo exista um padrédo de

representacdo dos modelos e formato de arquivos os dados disponiveis sao
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considerados confiaveis, o que facilita o reaproveitamento para outras reconstru¢cdes
de redes metabdlicas (9).

Diante desse cenario e dificuldades apresentadas, como referéncia para este
trabalho optou-se pela adocdo do modelo mais atual dessa cepa, publicado em 2017
por Bartell et al (6). Além disso, acresce-se o fato de que a versao publicada em
2017 é a que tem a maior quantidade de informacdes mapeadas em um modelo de
Pseudomonas aeruginosa PAO1 (6), com o maior numero de genes, proteinas,
reacoes, e EC Numbers mapeados. As diferencas podem ser visualizadas na Figura
47.

Organism PAO1
Genome size 6.3 Mbp
GC conlent 66.60%
cDS 5716
Model iMO1056 IMO1086 mPAOT
Genes 1056 1086 1146
Unique EC identifiers 502 MNA 674
Metabolites 760 1021 1284
Cytoplasmic 760 916 1083
Extracellular MNA 105 20
Reactions 883 1031 1493
Metabolic 750 898 1083
Transport 133 133 238
Exchange MNA 105 172
Gene-prolein—-reaction associations
Single gene 800
Multi-gene o 839 471
None 44 47 49

Figura 47 — Dados comparativos das diferentes reconstrucdes da P.
aeruginosa PAOL1 (iM0O1056/2008, iMO1086/2015 e mPAO1/2017) retirado de (6).

5.2.2 Reacdes de Biomassa (pseudo-reagdes)

A reacdo de biomassa é a principal reagcdo de um modelo metabdlico (segéo

1.2) (15). As reagbes de biomassa nos modelos revisados foram inferidas a partir da

reformulacéo de reacdes presentes no modelo da reconstrugcdo metabdlica da E. coli

(16). A criagdo de uma equacao de biomassa para um organismo demanda muitos

experimentos biol6gicos e tempo, sendo por isso muito custosa financeiramente

(19,22). A formulacéo da pseudo-reacédo de biomassa depende do conhecimento da
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composicdo celular e dos requisitos basicos de energia para que a célula consiga
gerar o conteudo da biomassa a partir dos seus metabdlitos precursores (22).

Em funcao das dificuldades impostas na elaboracéo e formulacdo de pseudo-
reacdo de biomassa prépria para a P. aeruginosa CCBH4851, fez-se necessario
buscar uma estratégia para a inclusdo de uma reacdo no modelo. Devido ao alto
grau de homologia entre as cepas, considerou-se que seria possivel seguir 0 mesmo
paradigma utilizados nas demais reconstrucbes (6,12,36). Assim, para a
reconstrucao da P. aeruginosa CCBH4851 (mCCBH4851 v2) importou-se uma das
reacOes disponiveis no modelo mPAO1 v2017 (6). Para a escolha da reacdo,
executou-se a analise FBA testando cada uma das pseudo-reacdes disponiveis no
modelo publicado em Bartell et al (6). Somente a reacdo denominada
‘R_PAO1_Biomass” funcionou. Ao integra-la ao mapa metabdlico da P. aeruginosa
CCBH4851 e reconstruir rede, a andlise de balanco de fluxo do modelo
mCCBH4851_v2 apresentou o fluxo de biomassa maior que zero.

O fluxo de biomassa apontado pelo modelo mMCCBH4851_v2 ndo representa
uma realidade obtida em experimentos in vitro da bactéria. Entretanto, o modelo
resultante atende ao objetivo inicial do projeto. Uma reconstrucdo € considerada
suficiente quando minimamente é capaz de representar as vias metabdlicas que
possibilitam a geracdo de biomassa positiva (15). Ao avaliar as publicacfes da
propria P. aeruginosa PAO1, observa-se que a taxa de biomassa gerada € variavel
(6,12,36). O CCBH4851 v2 gera uma taxa acima da versdo do modelo 2008.
Entretanto, em relacdo ao modelo aprimorado da versdo 2017 (6), houve uma
reducdo do valor. A expectativa € que no decorrer da curadoria da rede, o modelo
seja refinado ao ponto de gerar uma taxa de biomassa compativel aos experimentos
in vitro (59).

5.2.3 Exemplo de anélise com o0 Modelo mCCBH4851 v2

Uma analise de uso do modelo reconstruido (mMCCBH4851 v2), foi realizada
atravées do sistema web FindTargetsWeb (9). O sistema parte de um modelo
metabdlico que tenha a taxa de crescimento acima de zero e efetua uma busca de
possiveis alvos terapéuticos. Como se pode confirmar na Figura 48, o modelo
submetido é aceito como valido pelo sistema, 0 que comprova que sua geragédo de

biomassa é positiva.
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FindTargetsWeb

Result of execution!

Figura 48 - Analise executada no FindTargetsWeb a partir do modelo
reconstruido mCCBH4851 v2 (9)

Apbs se concluir a execucdo da andlise do sistema, é enviado um e-mail com
as indicacdes de alvos terapéuticos listadas em uma planilha em anexo. O e-malil
exprime o resultado em formato de relatério, como se pode observar na Figura 49. A
saida mais detalhada do resultado pode ser vista no apéndice E.
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FINAL REPORT - FIND TARGETS WEB

YOUR ANALYSIS WAS FINISHED WITH SUCCESS AND GENERATE THE FILES:
08-fitter_ECNumbers_drugbank.xls
FIELDS: EC NUMBER, PROTEIN NAME, ORGANISM NAME. UNIPROTID, DRUGBANKID

11-hitsEncontradesUniprot.xls
FIELDS: UNIPROTID, HIT_UNIPROTID, PERCENT_IDENT_BLAST, EVALUE, GENE_NAME, PATHWAY, FUNCTION, CATALYTIC ACTIVITY, LOCALIZATION, ID PDB

13-list_inhibitors_per_target.xls AND 14-list_inhibitors_approved.xls
FIELDS: UNIPROTID DRUGBANKID DRUGBANKDRUGID DRUGMAME DRUGGROUP PHARMAACTION ACTIONS

dados_modelo.xls
ALL GENES, REACTIONS AND METABOLITES IN SBEML FILE USED IN ANALYSIS

resultade_final.xls
FILE WITH ALL DATA FOUND IN 08, 11 AND 13 XLS FILES.

B 2018-07-08_16.49...

Figura 49 - E-mail de resultado do processamento da analise do
FindTargetsWeb através do modelo de rede metabdlica mCCBH4851 v2

5.2.4 Validacao de reacdes inferidas e dificuldades encontradas

A reconstrucdo de redes metabdlicas é uma area de conhecimento
multidisciplinar. Este fato tanto imp0&e restricdes (15) que dificultaram a apuracdo de
respostas para refinamento do modelo mCCBH4851 v2, quanto expande as
possibilidades de pesquisa. Atualmente, empenha-se para confirmar a existéncia
das quatro reacdes (Tabela 4) inferidas manualmente no modelo. Tais reacdes
foram: “R_rxn02476”, “R_rxn00695”, “R_rxn05468” e “R_ATPM”. A validacao destas
reacdes exige que se as considere em separado, avaliando-as caso a caso.

A primeira reacdo analisada foi a “R_ATPM”, descrita como reagdo de
demanda energética (pseudo-reacdo). Para validar essa reacdo foi necessario
proceder a uma revisdao de literatura e busca de informagbes nos modelos
reconstruidos para a cepa de Pseudomonas aeruginosa PAO1 (6,12,36). Os dados

da reacéo constam na Tabela 9.

Modelo Equacéo Subsistema ID no modelo
mPAQO1 v2008 [c] : atp + h20 --> adp + h + Demanda de energia ATPM
pi externa
mPAO1 v2015 [c] : atp + h20 -->adp + h + Demanda de energia ATPM
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pi externa
mPAO1 v2017 | H20 + ATP ->H+ + ADP + - ATPM
Phosphate
PA14 H20 + ATP -> H+ + ADP + - ATPM
Phosphate

Tabela 9 - Diferentes modelos que contém a reacdo de demanda energética
"R_ATPM"

Todos os quatro modelos analisados tém a reacdo catalogada, mas somente
as versoes publicadas em 2008 e 2015 contém dados sobre sua existéncia. Nos
mapas metabolicos, a reacdo foi definida como demanda externa de ATP (6,12, 36).
Trata-se, na verdade, de uma pseudo-reacgao criada para suprir a demanda de ATP.
Nos modelos publicados em 2017 (mMPAO1 v2017 e PA14) ndo ha referéncia a
bases de dados externas. Entretanto, essa pseudo-reacdo encontra-se catalogada
em modelos mais antigos sob o EC number 3.6.1.15 (12,36). Entdo, por
comprovacdo de literatura (25), a reacdao “R_ATPM” foi validada para o modelo
reconstruido (mMCCBH4851 v2) neste trabalho. Essa discussdo também pode ser
vista no sistema CurSystem, inserida no desafio correspondente a esta reacao.

Outra reacdo analisada de maneira semelhante foi a reacdo denominada
“‘R_rxn05468” (O2 transport in via diffusion). Esta reacdo permite o transporte de
oxigénio do meio externo para dentro da célula. Todos os modelos revisados
(6,12,36) possuem a reacgdo. A revisao de literatura justifica sua incluséo em
modelos que representem um organismo que necessita de oxigénio em seu
metabolismo.

A reacao cujo ID é “R_rxn00695” (glucose-1-phosphate adenylyltransferase)
ainda se encontra em processo de validacdo. Sua permanéncia no modelo também
deve ser justificada em fungdo da literatura e dos dados existentes em modelos
publicados (25). Por analise de ortologia, observa-se que possivelmente ha um gene
associado a esta reagdo no genoma da P. aeruginosa CCBH4851. O gene tem o ID
NP_250713.1 e foi anotado com o EC number nimero 2.7.7.9. A enzima UTP-
glucose-1-phosphate uridylyltransferase, expressa por este gene, contém a
diferenca de uma molécula de UDP em vez de ATP na equacéo da reacdo. A Figura

50 mostra um recorte da anotagédo do genoma com os dados completos do gene.
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DS complement (3658798, .3659637)
/translation="MIEKCLFPRAAGYGTRFLPATEAMPREEMLEPVVNEPLIQYAVEEAL
EAGLSEIGIVTGRGRERSLEDHFDISYELEHQIENTDRERYLVGIRELIDECTFAYTRQ
VEMEGLGHAITLTGRPLIGDEPFAVVLADDLCLNLEGDSVLEQMVELYNQFRECSIVATQ
EVPPEETNEYGVIAGEMIRDDIFRVNTMVERPEPEEAPSNLATIIGRYILTPDIFDLIE
QTEPGEGGEIQITDATMEQAQDGCVLAYRFRGERFDCGESAEGY IEATNFCYENLYETG
EAH"

/inference="COORDINATES: similar to AR
sequence:RefSeq:NP_250?13.ﬂ"
/gene="galUu"
/codon_start=l1
/transl_table=11
/product="UTP-glucose-l-phosphate uridylyltransferase”
/locus tag="PAR4851 1e6835"
/EC _number="2.7.7.9"
gene complement (3659685, .366104¢)
/locus_tag="PR4851_ 16340"

Figura 50 - Dados completos do gene com ID NP_250713.1 da ultima versao do
genoma da P. aeruginosa CCBH4851

A busca por ortélogos mostrou um alto grau de similaridade com o gene
ARU36339.1 (Caur_2523) do genoma da bactéria Chloroflexus aurantiacus (KEGG
ID: TO0639) (25). O resultado da analise pode ser visto na Figura 51.

FHEERFFRRE R AR AAEAR AR AR AR AR R AR AR AR AR AR AR AR R R AR AR R A AR AR R R R e
# List of CCBH genes appearing as orthologue pairs of KEGG genes promoting PAOLl gapfilling rxn #

# GLGC (EC number 2.7.7.27) (reciprocal best hits with evalue<le-05) #
- #
# [iPAE1146] R _rxn00€S5 (glucose-l-phosphate adenylyltransferase) #
# H+ + ATP + Glucose-l-phosphate <==> PPi + ADPglucose #
B T #
# [iMO1063] GLGC (glucose-l-phosphate adenylyltransferase) #
# atp + glp + h ——> adpglc + ppi #
# ** Blasted for the ecoli wversion (NTO2EC4565=tigr locus name) and didn't find it in system ** #
§ ARKAXRKKARRAKRAAKARAK  Dossibly NTO3IPA2256, GalU gene FAk& ks kkukkk ks sk ks dss "
R R R AR R R R AR R R AR A AR R R R A T AR A AR AR R AR A TR AR AR AR R AR R A AR AR AR A AR AR AR AR AR R A A A AR AR AR

(1) Gene ARU33500.1

gbk info

/inference="COORDINATES: similar to AA seguence:RefSeq:NP_250713.1"

/note="Derived by automated computational analysis using gene prediction method: Protein Homology.™

/product="UTP--glucose-l-phosphate uridylyltransferase”

/protein id="ARU33500.1"

/db_xref="GI:1195091%75"

/translation="MIRKKCLFPAAGYGTRFLPATKAMPEEMLEVVNEPLIQYAVEEAL
EAGLSEIGIVIGRGERSLEDHFDISYELEHQIRNTDEEREYLVGIRELIDECTFAYTRQ
VEMEGLGHAILTGRPLIGDEPFAVVLADDLCLNLEGDSVLECMVELYNQFRCSIVATIQ
EVPPEETNEYGVIAGEMIEDDIFRVNTMVERPRPEEAPSNLAITIGRYILTPDIFDLIE
QTEPGRGGEIQITDALMEQAQDGCVLAYRKFRGEKRFDCGSAEGYIEATNFCYENLYRTG

KAH"
gbk info
* Closest EEGG orthologue: (cau:Caur 2523) Eval=6e-14
To see the gene: https://www.genome.jp/dbget-bin/www _bget?cau:Caur 2523

* CCBH orthologues:
(gnl|ccbh4851|ARU35951.1, eval=3e-22) (gnl|ccbh4851|ARU3€339.1, eval=le-08) (gnl|ccbh4851|ARU3€966.1,

Figura 51 - Resultado da analise de Ortologia via BLASTp para o gene
NP_250713.1 do genoma da P. aeruginosa CCBH4851
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Entdo, realizou-se uma busca no KEGG (https://www.genome.jp/dbget-

bin/'www_bget?cau:Caur_2523) (25) pelo gene denominado “Caur_2523" para

verificar qual a proteina codificada. O banco de dados apontou para a enzima
glucose-1-phosphate adenylyltransferase com o EC number numero 2.7.7.27, a
mesma identificagdo da reacéo inferida manualmente na segunda versao do modelo
mCCBH4851 v2. Estas analises apontam para informacdes convergentes,
indicando que possivelmente o gene NP_250713.1 representa a reacao
R_rxn00695. Porém, ainda que estas conclusdes sejam plausiveis, ndo se pode
afirma-las de maneira contundente sem que haja validacdo de um especialista em
bioquimica.

A reacdo com ID “R_rxn02476”, denominada 3-phosphoshikimate 1-
carboxyvinyltransferase (Biossintese de fenilalanina, tirosina e triptofano) esta no
pipeline de curadoria do modelo, com sua analise prevista para iniciar em breve. Os
processos de curadoria descritos acima expdem como a resolucdo dos problemas
(gaps) do modelo metabdlico demanda tempo e rigor analitico. E um processo
laborioso, que pode despender alguns anos para solucionar todas as inconsisténcias
de dados. Apesar disso, as solu¢des para o modelo estdo progredindo.
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6 CONCLUSOES

A interdisciplinaridade inerente a execucdo deste trabalho elevou o grau de
dificuldade de cobrir todos aspectos envolvidos ha modelagem de redes metabdlicas
em escala genbmica. Este tipo de pesquisa € uma proposta relativamente nova para
o estudo sistémico celular (15). O nivel de dificuldade pode ser depreendido pela
necessidade de utilizacdo de diferentes ferramentas computacionais, pela falta de
padronizacdo das bases de dados, das diversas tecnologias envolvidas e até das
maneiras de representar as informacdes acerca da area. Contudo, julga-se que o
trabalho produziu conhecimento relevante no ambito da Biologia Computacional,
produzindo resultados que podem contribuir para o desenvolvimento da area. Outro
aspecto importante a ser destacado é o potencial do trabalho a ser explorado
futuramente, com possibilidade de evolucdo do método e das ferramentas
desenvolvidas, e, principalmente, do modelo de rede metabdlica gerado.

O método de reconstrucdo proporcionou 0 acompanhamento e aprendizado
consistente de todo o processo de reconstrucdo em escala gendmica. O trabalho
produziu um modelo de rede metabdlica inexistente para um microrganismo e
também a metodologia que subsidiou a reconstru¢cdo do modelo. Esta metodologia
envolve dois sistemas web completos e podem ser considerados também como
produtos para a comunidade cientifica. Os sistemas estdo em pleno funcionamento
e pesquisadores que os utilizam estdo enviando sugestdes de melhorias a serem
avaliadas e implantadas posteriormente. Algumas contribuicbes de melhorias
recebidas podem ser citadas, tais como: 1) a expansdo do NETGen para busca em
outras bases de dados, 2) a execucéo de reconstru¢cdes com adogéo de mais de um
modelo de referéncia e 3) permissao para recebimento de mais de um formato de
arquivo de entrada e saida. Para o CurSystem, ha também melhorias previstas, tais
como a apresentacdo de alteracdes da rede através de representacdes gréaficas, o
armazenamento do modelo em banco de dados né&o relacional, como o NoSQL,
entre outras melhorias de interface ja sinalizadas.

O modelo resultante confirmou que € possivel reconstruir uma rede
metabdlica a partir de um subconjunto de dados de outros modelos metabdlicos. Ou
seja, a partir da metodologia realizada e de um modelo de referéncia, foi possivel
executar uma reconstrucdo em escala gendmica. No processo de curadoria, ha

expectativa de que o modelo seja incrementado e cada vez mais aperfeicoado. Cabe
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ressaltar que o modelo mCCBH4851 v2 foi considerado final do ponto de vista da
execucado deste trabalho. Porém, na verdade, representa apenas mais um passo
dado em um longo caminho a ser percorrido a fim de que se obtenham

reconstru¢des cada vez mais acuradas em relagéo ao organismo Vvivo.
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APENDICES E/OU ANEXOS

Nesta sec¢édo disponibilizamos matérias adicionais e informagdes consideradas
importantes, e que complementam este trabalho. Na Apéndice A expomos as
equacdes de biomassas do modelo de referéncia e o do novo modelo criado. No
Apéndice B disponibilizamos os links para download do cédigo fonte dos Sistemas
WEB desenvolvidos, pois sdo mais de 9.000 linhas de cédigos para cada um. Seria
invidvel colocar o cddigo na integra nesta secdo. No Apéndice C, colocamos a
referéncia para download do manual do CurSystem, pois foi feito para usuarios de
outros projetos utilizarem o sistema. E por ultimo, o Apéndice D, na qual, incluimos
algumas analises feitas com a segunda versdo do modelo da rede gerado
(MCCBH4851_v2).
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7.1 Apéndice A — Equacao de Biomassa

A reacdo de biomassa utilizada para a reconstrucdo da rede metabdlica da P.
aeruginosa CCBHA4851 foi importada do modelo da P. aeruginosa PAO1l versao
2017 (iPAE1146). O modelo tinha quatro reacgbes disponiveis, nomeados
respectivamente de ‘R_PAO1 Biomass”, ‘R_PA_Biomass_v13ub”,
‘R_PA _Biomass v13” e “R_PA_Biomass_v4”. A reacdo de biomassa escolhida foi a
“‘P_PAO1_Biomass”.

Equacdo da reagdo de biomassa utilizada como referéncia para
reconstrucdo dos modelos mCCBH4851 e mCCBH4851 v2:

PAO1 Biomass: 0.0001 ¢JB00125 c¢ + 0.0013602 cPY00124 c + 0.0030243
cPY00129 ¢ + 0.00079222 cPY00132_c + 0.0015844 cPY00135 c + 0.00053681
cPY00138 _c + 0.00097843 cPY00140_c + 59.81 cpd00001_c + 59.81 cpd00002_c +
0.10147 cpd00018_c + 0.22711 cpd00023 ¢ + 0.0001 cpd00028 ¢ + 0.31517
cpd00033_c + 0.43505 cpd00035_c + 0.10702 cpd00039_c + 0.19852 cpd00041 _c +
0.20202 cpd00046_c + 0.28478 cpd00051_c + 0.15885 cpd00053 ¢ + 0.20628
cpd00054_c + 0.075597 cpd00060_c + 0.055547 cpd00065_c + 0.13262 cpd00066_c +
0.094677 cpd00069_c + 0.037522 cpd00084_c + 0.099817 cpd00091_c + 0.46473
cpd00107_c + 0.56945 cpd00118_c + 0.080962 cpd00119 c + 0.0001 cpd00125 c +
0.19855 cpd00126 c + 0.18967 cpd00129 ¢ + 0.098535 cpd00132 c + 2.5e-05
cpd00155 ¢ + 0.25796 cpd00156_c + 0.15587 cpd00161_c + 0.03128 cpd00206_c +
0.016114 cpd00294 ¢ + 0.03128 cpd00296 c + 0.016114 cpd00298 c + 0.15571
cpd00322 ¢ + 0.0078591 cpdl5428 ¢ + 0.0041649 cpdl5429 ¢ + 0.00037815
cpd15430_c + 0.011889 cpd15431_c + 0.047824 cpd15531_c + 0.020287 cpd15532_c +
0.0020692 cpd15533_c + 0.068198 cpd15534_c + 0.012557 cpd15538_c + 0.0037982
cpd15539 ¢ + 0.00042166 cpdl5540 ¢ + 0.011557 cpdl5541 ¢ + 0.053367
cpd15665_c + 0.025523 cpd17066_c --> 59.81 cpd00008_c + 59.81 cpd00009 c +
0.69664 cpd00012_c + 59.81 cpd00067_c
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7.2 Apéndice B — Cddigo fonte dos sistemas

Ao logo de todo o ciclo de desenvolvimento dos dois Sistemas WEB foi
necessario trabalhar com a plataforma Bitbucket. A plataforma disponibiliza servigos
de repositérios de projetos de software, bem como, um sistema de controle de
versionamento de codigo. O Bitbucket suporta os sistemas Git e Mercurial, € no
contexto deste trabalho, escolheu-se o Git. Tanto o NETGen, como o CurSystem
estdo disponiveis para download. Abaixo segue os links para clonagem através do
sistema Git (66,67).

NETGen : git clone https://gianninimail@bitbucket.org/gianninimail/netgen.qit.

<l

W gianninimail / netgen — £ X | 4 _ 2 X

< C 38 @ Atlassian, Inc. [US] | bitbucket.org O

[ Vagas [J Alan [J Android [ Bancos [J Cafes [J Camos [ Cervejas [ Compras [ Concursos [ Desenvolvimento [J Downloads [ Freelancer [J Games [J HUAP [ IDS [ Informatives

=0
THIAGO GIANNINI RAMOS
netgen
netgen Clone e o
<> Origem X . . (@]
Here's where you'll find this repository's source files. To give your users an idea of what they'll find here, add a description to your repoesitory.
¢ Commits
Is master ~ Filter files
Is Branches
49 Pull requests | "W
0 Pipelines Name Size  Last commit Message
q_) Deployments . .settings 2018-05-16 troca de nome e repositoric...
E Downloads - WebContent 2018-05-16 troca de nome e repositoric...
@ Boards B 2018-06-28 resolucao do bug de carregamenta de reagées e do load do BD...
¥ Configurages B .classpath 347KE  2018-05-15 troca de nome e repositoric...
E .gitignore 8B 2018-05-16 troca de nome e repositoric...
E project 8758  2018-05-16 troca de nome e repositorio...

<ll

W gianninimail / cursystem - X+
< C 38 @ Atlassian, Inc. [US] | bitbucket.org v

[ Vages [ Alan [J Android [ Bancos [J Cafes [ Carros [ Cervejas [ Compras [ Concursos [ Desenwolviments [J Downloads [ Freelancer [J Games [J HUAP [ IDS [ Informatives >

ﬁ THIAGO GIANNINI RAMOS
cursystem
cursystem Clone  =ss [ ]
<> Origem
2 Sistema de Curadoria de Redes 0
¢  Commits
Iy master ~ Filter files
Is  Branches
9 Pull requests | Wi
O Pipelines Name Size  Last commit Message
& Deployments Bl CurSystem 2017-04-24
E Downloads E .gitignore 896  2017-02-02 .gitignore criado online com Bitbucket
Eu Boards E README.md 5658  2017-02-02 README.md edited online with Bitbucket
{3 Configuragdes
README.md

# README # This README would normally document whatever steps are necessary to get your application up and running. #4# What

is this repository for? ### * Quick summary * Version * [Learn Markdown](https://bitbucket.org/tutorials/markdowndemo) ### How
do | get set up? ### * Summary of set up * Configuration * Dependencies * Database configuration * How to run tests * Deployment
instructions ### Contribution guidelines ### * Writing tests * Code review * Other guidelines ### Who do | talk to? ### * Repo
owner or admin * Other community or team contact
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7.3 Apéndice C - Manual do CurSystem

No processo de implantacdo do sistema CurSystem, obteve-se a solicitacao
de outros projetos para utilizacdo do Sistema de Curadoria Assistida. Foi necessario
a elaboracdo de um material didatico para auxiliar os pesquisadores, diante da
necessidade, construiu-se um manual do sistema, que se encontra disponivel para

download no link http://pseudomonas.procc.fiocruz.br/images/Tutorial.pdf.

Manual do CurSystem

CurSystem

TUTORIAL DE UTILIZACAO
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7.4 Apéndice D - Analise Complementar da Rede Metabdlica mCCBH4851 v2

Para complementar a analise preliminar realizada pelo proprio NETGen e
levantar mais informacfes biologicas acerca da segunda versdo do modelo, o
modelo foi submetido a outros métodos de analise da ferramenta COBRApy.

A primeira andlise realizada foi o calculo do meio minimo mantendo todas
reacoes de uptake mapeadas do modelo mPAO1 v2017 para simulacdo de geracao
de biomassa atual no modelo mCCBH4851 v2 (14). O resultado da execucdo da
andlise indicativa é mostrado na Figura 52. Pode-se observar a simulacdo do meio
de crescimento mapeado pela reconstrucdo e a lista de reacdes e seus fluxos

minimos para o valor atual dado pelo modelo.
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Figura 52 - Resultados obtidos no COBRApy através de analise de meio
minimo do modelo mCCBH4851 v2
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No intuito de validar o resultado da simulagdo do COBRApy, todas as reagdes
de uptake que NAO estdo na relacdo foram retiradas do modelo, em seguida,
executou-se uma nova simulacdo de geracdo de biomassa, deixando somente as

reacoes de uptake conforme a Tabela 10.

Id SBML Substrato V. Fluxo
EX._cpd00027_LPAREN e RPAREN _ D-Glicose 10.000000
EX_cpd00221_LPAREN e RPAREN_ D-Lactato 10.000000
EX_cpd00021_LPAREN e RPAREN _ Ferro 0.001247
EX_cpd00033_LPAREN e RPAREN_ Glicina 10.000000
EX _cpd00067_LPAREN_e RPAREN_ Hidrogénio 4.319530
EX_cpd00035 LPAREN e RPAREN _ L-Alanina 10.000000
EX _cpd00051_LPAREN_e RPAREN_ L-Arginina 10.000000
EX_cpd00041_LPAREN e RPAREN_ L- Aspartato 10.000000
EX_cpd00084 LPAREN e RPAREN L-Cisteina 0.467936
EX_cpd00023_LPAREN_e RPAREN_ L-Glutamato 10.000000
EX_cpd00119 LPAREN e RPAREN_ L-Histidina 10.000000
EX_cpd00322_LPAREN e RPAREN _ L-Isoleucina 1.941855
EX_cpd00107_LPAREN_e RPAREN_ L-Leucina 10.000000
EX_cpd00039_LPAREN e RPAREN_ L-Lisina 1.334643
EX_cpd00060 LPAREN e RPAREN _ L-Metionina 1.045982
EX _cpd00066 _LPAREN_e RPAREN_ L-Fenilalanina 10.000000
EX _cpd00129 LPAREN_e RPAREN_ L-Prolina 10.000000
EX_cpd00054 LPAREN e RPAREN L-Serina 10.000000
EX_cpd00161_LPAREN e RPAREN _ L-Treonina 10.000000
EX_cpd00065 LPAREN_e RPAREN_ L-Triptofano 0.692725
EX_cpd00069 LPAREN e RPAREN L-Tirosina 0.405100
EX_cpd00156_LPAREN e RPAREN _ L- Valina 10.000000
EX_cpd00007_LPAREN_e RPAREN_ Oxigénio 20.000000
EX_cpd00064 LPAREN e RPAREN Ortinina 10.000000

Tabela 10 - Reacdes de uptake e fluxos minimos para geracao de Biomassa no

valor de 12.470970 mmol/g DCW/h indicadas na analise de meio minimo
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O resultado da simulagdo n&o mostrou variagéo, o valor original de biomassa
foi mantido. E possivel comparar na Figura 53, os valores das reacbes de uptake
sao alterados e o valor gerado de biomassa é mantido, fato que valida a simulacao

do modelo extraida pela ferramenta.

EX Prompt de Comando _ O %

Figura 53 — Resultado da nova Simulacdo do modelo utilizando somente
reacdes de uptake indicadas pelo COBRApy

Uma segunda analise foi proposta, simular quais seriam os metabdlitos e
seus fluxos necessarios para o0 modelo gerar um valor de biomassa determinado
manualmente. Neste tipo de analise, o valor de biomassa é fixado, e a ferramenta
ajusta as reacgOes existentes do modelo para que o valor de biomassa resultante

seja atendido (14).
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A simulacdo do segundo cenario foi motivada pelo questionamento de quais
metabalitos seriam necessarios para que a simulacdo gerasse um valor de biomassa
aproximado de um experimento in vitro de uma Pseudomonas aeruginosa (59). O
valor aproximado seria de 1.04 mmol/g DCW/h (=0.40 minutos) (12).

O resultado da andlise pode ser visualizado pela imagem da tela capturada e
exposta pela Figura 54. O COBRApy indicou que somente as quatro reacfes de
uptake existentes no modelo seriam necessarias para gerar o valor de biomassa

fixado para a simulagéo.

EE Prompt de Comande — a *

Figura 54 — Resultado da analise e calculo do Meio Minimo do modelo
mCCBH4851 v2 para gerar o valor de biomassa 1.04 mmol/g DCW/h

Novamente, prosseguiu-se com a intencdo de validar a andlise indicada pelo
COBRApy, portanto, submeteu-se o0 modelo mCCBH4851 v2 a uma nova simulacao
de geracdo de biomassa utilizando somente as reacdes de uptake indicadas. As
reacoes utilizadas para esta simulacdo estdo listadas com mais detalhes abaixo na
Tabela 11.

Id SBML Substrato V. Fluxo
EX_cpd00021_LPAREN_e RPAREN_ Ferro 0.000010
EX_cpd00060 LPAREN e RPAREN _ L-Metionina 0.012140
EX_cpd00007_LPAREN_ e RPAREN _ OXxigénio 0.008786
EX_cpd00064 LPAREN e RPAREN_ Ortinina 10.000000

Tabela 11 — Lista de reac¢Oes indicadas pelo COBRApy e utilizadas na
simulacao de geracéo de biomassa no valor de 1.04 mmol/g DCW/h para meio
minimo com restricdes
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A simulacao afirmou a lista de reacfes de uptake indicadas pelo COBRApy, o
valor de biomassa gerado foi igual ao valor dado como entrada como parametro
para célculo do meio minimo estrito. A saida do resultado do script pode ser
confirmada pela Figura 55.

BX Prompt de Comando _ 0 w0

SCIMENTO ATUAL

MENTO COM

SA MEIO MINIMO
1.845558987

Figura 55 — Simulacé&o de geracdo de biomassa no meio minimo estrito
utilizando somente as reac¢des indicadas pelo COBRApy.

A terceira e ultima analise feita para o modelo mCCBH4851 v2 foi com o
objetivo de verificar possiveis loops na rede. E ainda retirar fluxos ciclicos de

metabdlicos que podem estar causando alguma interferéncia na geracdo de
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biomassa (14). Para isso, utilizou-se uma analise chamada de loopless do
COBRApy. Este método faz uma varredura e elimina os loops encontrados, em
seguida, executa a simulacdo de geracdo de biomassa (14).

A analise obteve como resultado o valor de biomassa gerado idéntico ao valor
original, se pode observar o resultado na Figura 56. Apesar da eliminacdo de alguns
ciclos no fluxo de geracdo de biomassa, demonstrado no gréafico da Figura 57, os
valores de biomassa sdo equivalentes, confirmando que o modelo ndo tem nenhuma

interferéncia ciclica no resultado final no valor de biomassa.

BN Prompt de Comando — n %

‘\Biologia Computacional
cbh4851system=python lopl

MODELO: CCBH4851

’3 mmol/g DCW/h

mmo 1 g DCW h

e

Figura 56 - Resultado da biomassa gerada pela analise loopless da Rede da P.
aeruginosa CCBH4851 — mCCBH4851 v2
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Figura 57 - Gréafico de Disperséo entre os dois fluxos de biomassa do modelo
da P. aeruginosa CCBH4851

Conforme descrito nas publicacbes dos modelos da Pseudomonas aeruginosa em
2008 e 2017 (mPAO1 v2008, mPAO1 v2017 e mPA14), um modelo de rede
metabdlica traz inidmeras possibilidades de simula¢gdes, com diferentes resultados e
andlises (6,12). No caso deste trabalho buscou-se somente uma reconstrucdo de
modelo metabdlico inicial da P. aeruginosa CCBH4851, o principal objetivo era
reconstruir um modelo que simule a geracdo de biomassa. Esse modelo existe, € 0
modelo mCCBH4851 v2. Com a evolucdo da curadoria espera-se que se consiga
executar varias outras analises, como por exemplo a busca de alvos terapéuticos
descritos por Merigueti (9).
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7.5 Apéndice E - Saida da anélise do modelo mCCBH4851 v2 feita no
FindTargetsWeb

Figura 58 - Lista de inibidores indicados pela analise do modelo da rede
metabodlica da P. aeruginosa CCBH4851 feita pelo FindTargetsWeb (9).
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I |UNIPROTID|DRUGBANKID|DRUGBANKDRUGID|  DRUGNAME |  DRUGGROUP | | PHARMAACTION | ACTIONS!
i 15 P08506 BE0003685 DB00303 Ertapenem approved, investigational yes inhibitor :
i 14 P08506 BE0003685 DB00274 Cefmetazole approved, investigational yes inhibitor :
] 13 P08506 BED00D3685 DB00430 Cefpiramide approved yes inhibitor :
1 12 P08506 BED003685 DB01331 Cefoxitin approved yes inhibitor 1
1 11 P08506 BED003685 DB01329 Cefoperazone approved, investigational yes inhibitor I
' 10 POAT49 BED00D0468 DB00828 Fosfomycin approved yes inhibitor :
! 0 POAS53 BEO0000801 DB01034 Cerulenin approved yes inhibitor :
| 8 POAC13 BE0000803 DB01582 Sulfamethazine  approved, investigational, vet_approved yes inhibitor I
! 9 POAC13 BE0000803 DB06729 Sulfaphenazole approved yes inhibitor :
] 6 POAC13 BEODO0D0803 DB01015 Sulfamethoxazole approved yes inhibitor :
] 5 POAC13 BEDOOD0803 DB00259 Sulfanilamide approved yes inhibitor :
] 4 POAC13 BEDO00D0803 DB00634 Sulfacetamide approved yes inhibitor :
I 3 POAC13 BEDO00D0803 DB00263 Sulfisoxazole approved, vet_approved yes inhibitor :
] 2 POAC13 BEOD000&03 DB01298 Sulfacytine approved yes inhibitor :
I 1 POAC13 BE00O00803 DB00576 Sulfamethizole approved, investigational, vet_approved yes inhibitor :
I 7 POAC13 BE0000803 DB01581 Sulfamerazine approved, vet_approved yes inhibitor :
i 17 POAEB2 BE0002063 DB01331 Cefaxitin approved yes inhibitor :
i 16 POAEB2 BED002063 DB01329 Cefoperazone approved, investigational yes inhibitor :
[__18__]POAEB2 __BEO002063__ DBOO274________ [ Cefmetazole ____approved, investigational __________ yes__________inhibitor _|





