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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 
 

RECONSTRUÇÃO DA REDE METABÓLICA DA PSEUDOMONAS AERUGINOSA CCBH4851 

 

RESUMO 

 

DISSERTAÇÃO DE MESTRADO EM BIOLOGIA COMPUTACIONAL E SISTEMAS 

 

Thiago Giannini Ramos 

 

As altas taxas de mortalidade e morbidade associadas a infecções nosocomiais 

(adquiridas em ambientes hospitalares) causadas por bactérias multi-resistentes a 

antibióticos constituem um problema de saúde pública no Brasil. Nesta dissertação 

estudou-se um desses patógenos, Pseudomonas aeruginosa, cuja cepa altamente 

virulenta CCBH4851 está presente em vários hospitais públicos brasileiros. A partir 

de dados genômicos desta cepa, gerados no Laboratório de Pesquisa em Infecção 

Hospitalar do Instituto Oswaldo Cruz (LAPIH/IOC/FIOCRUZ), e de modelos 

computacionais que integram a visão sistêmica de processos celulares a informação 

no nível molecular, a pesquisa realizada objetivou reconstruir a rede metabólica da 

P. aeruginosa CCBH4851. Para auxiliar o processo de reconstrução foram criados 

dois sistemas WEB: o primeiro obtém um mapa metabólico inicial da CCBH4851 a 

partir da coleção de seus genes anotados e armazenados em um arquivo de 

extensão GBK e o mapa de referência da cepa PAO1. O segundo sistema auxilia na 

curadoria manual do mapa reconstruído a partir da criação de um espaço virtual 

para discussão com especialistas. Entre os resultados obtidos com a aplicação 

desta metodologia, destacam-se: 1) primeira reconstrução do mapa metabólico da P. 

aeruginosa CCBH4851 capaz de gerar biomassa; 2) adaptação do protocolo T&P 

para possibilitar tal reconstrução; 3) os sistemas web que possibilitaram tais 

resultados; 4) uma base de conhecimento para armazenamento de informações dos 

modelos reconstruídos. Com estes resultados, espera-se ter contribuído para a 

geração de modelos futuros da P. aeruginosa CCBH4851 que auxiliem na 

descoberta de novas opções terapêuticas. 
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RECONSTRUCTION OF THE METABOLIC NETWORK OF PSEUDOMONAS AERUGINOSA 

CCBH4851 

 

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 / IOC / 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 

CCBH4851. 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 q reference metabolic 

network of the PAO1 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 

CCBH4851 that will be useful for the discovery of new therapeutic options. 
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1 INTRODUÇÃO 

No Brasil, o número de infecções contraídas na rede hospitalar por bactérias 

da família Pseudomonas aeruginosa é significativo e constitui um problema de 

saúde pública (1). A bactéria Pseudomonas aeruginosa é um organismo versátil e 

oportunista. Seu alto grau de virulência em pacientes imunocomprometidos, somado 

ao seu amplo sistema de defesa contra antibióticos, são responsáveis por uma 

mortalidade e morbidade elevada em nosso sistema de saúde (2). O boletim da 

OMS (3) publicado em 2017 aponta 12 bactérias que apresentam resistência a 

antibióticos e preocupam os pesquisadores da área e a Pseudomonas aeruginosa 

consta no topo da lista com um nível alto de notificações. Tais características fazem 

dela um organismo de interesse da comunidade científica para pesquisas que 

possam identificar novos alvos terapêuticos (4). 

Uma das abordagens de pesquisa utilizadas na Biologia para construção de 

conhecimento, denominada como empírica, é executada através de experimentos 

observáveis e sem inferência da dinamicidade em torno do sistema biológico (5). Em 

contrapartida, existem abordagens teóricas que visam construir modelos 

matemáticos / computacionais, que embora sejam precisos, muitas vezes não 

representam de forma fidedigna o sistema biológico real (5). Quando estas duas 

abordagens são tratadas com uma inter-relação estreita, os resultados se mostram 

mais promissores (5). Na perspectiva da abordagem empírica, é importante destacar 

que é um grande desafio para a biologia, estudar e entender como moléculas 

individuais e suas interações formam o fenótipo complexo de um organismo. Essa 

dificuldade está sendo superada com a evolução da plataforma computacional 

(computadores de alto desempenho x softwares) voltada para biologia de sistemas e 

pela adoção crescente de modelos matemáticos/computacionais nos projetos de 

pesquisa. Seguindo essa abordagem, destaca-se a modelagem computacional de 

redes metabólicas para a realização de análises satisfatórias relacionadas às 

propriedades metabólicas em escala genômica, tais como crescimento, virulência e 

mecanismos de resistência a antibióticos (6). 

Este trabalho tem como objetivo principal a reconstrução do primeiro modelo 

computacional da rede metabólica da Pseudomonas aeruginosa CCBH4851 que 

simule a geração de biomassa, além de desenvolver Ferramentas de Suporte 

(Sistemas WEB) para apoiar a reconstrução através da adaptação do método 
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proposto no protocolo T&P (7). A cepa escolhida para a pesquisa foi encontrada e 

isolada pelo Laboratório de Pesquisa em Infecção Hospitalar do IOC/Fiocruz 

(LAPIH), a última versão do genoma fechado foi anotada pelo grupo de pesquisa em 

modelagem computacional de bactérias multirresistentes da Fiocruz (1,8). Para obter 

a primeira versão, foram implementados dois sistemas que irão auxiliar os 

pesquisadores nos passos do método adaptado do protocolo de reconstrução 

computacional T&P, descrito por Thiele e Palsson em 2010 (7). O modelo 

computacional nessa primeira versão possibilita testar hipóteses relacionadas com o 

crescimento da bactéria, incluindo experimentos in sílico, nos quais se pode efetuar 

nocautes de genes em algumas vias metabólicas essenciais. Esses genes seriam 

candidatos em uma busca de alvos para criação de novos fármacos (9). 

1.1 Pseudomonas aeruginosa CCBH4851 

A Pseudomonas aeruginosa é uma bactéria que vive nos mais variados 

ambientes: já foi encontrada na água, no solo, em vegetais, na maioria dos 

alimentos, nos animais, em ambientes hospitalares e até em ambientes mais hostis 

à sua sobrevivência (10). Dentre suas características, podem ser citadas seu 

formato baciliforme, sua propriedade Gram-negativa, respiração aeróbica e indícios 

de atividades de fermentação (10). Seu crescimento geralmente acontece aos 37º 

graus Celsius, mas pode apresentar crescimento com a temperatura variando de 

5ºC a 42ºC. Seu tamanho é aproximadamente de 1,5 a 3,0 micrometros de 

comprimento e 0,5 micrometros de largura e sua mobilidade é possível através da 

apresentação de um único flagelo (11). 

A bactéria possui um genoma que é classificado como um dos maiores do 

mundo procariótico e que codifica um número alto de proteínas com funções 

regulatórias, de transporte e grau de virulência (11). Ademais, seu poder de 

codificação lhe confere sua versatilidade e capacidade de adaptação ao meio (12). 

Seu sucesso em sobreviver como patógeno vem da sua versatilidade metabólica 

(10). A P. aeruginosa possui todas as grandes faixas de classificação de fatores de 

virulência bacterianos, como proteínas ligadoras de ferro, endotoxinas, pili, flagelo, 

formação de biofilme, entre outras (11).  

Porém, muito embora a Pseudomonas aeruginosa seja um microrganismo 

importante em infecções em indivíduos com comprometimento no sistema 

imunológico, em pessoas imunologicamente saudáveis isto raramente acontece 
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(1,12). Há indícios de que a hospitalização esteja relacionada com o aumento da 

colonização de bactérias em pacientes, principalmente em pacientes submetidos a 

ventilação mecânica e com queimaduras graves (11). 

A cepa de Pseudomonas aeruginosa estudada neste trabalho foi colocada em 

destaque por suas características de resistência a antibióticos. A cepa CCBH4851 

(pertencente ao clone denominado ST277) foi isolada de um cateter de um paciente 

internado em um hospital em Goiás (1). A mesma foi depositada na Coleção de 

Culturas de Bactérias Adquiridas em Hospitais, situada no Laboratório de Pesquisa 

em Infecção Hospitalar do Instituto Oswaldo Cruz. A cepa se mostrou resistente para 

a maioria dos antibióticos testados, com exceção da Polimixina B. 

O genoma possui 6.719.789 pb, e foi sequenciado utilizando a plataforma de 

sequenciamento Illumina MiSeq (1). Foi construída uma biblioteca genômica através 

da marcação 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 anotação foi feita através da 

plataforma Rapid Annotation utilizando System Technology (RAST) v2. No total, 

foram anotados 6.347 genes codificadores de proteínas e 60 genes codificadores de 

RNA, 55 tRNAs e 5 rRNA. Em torno de 568 subsistemas foram identificados (1). 

1.2 Modelagem de Redes Metabólicas em Escala Genômica 

Nesta seção, são apresentados conceitos envolvendo a modelagem de 

Redes Metabólicas, ponto central desse trabalho e subárea da Biologia de Sistemas. 

Entretanto, não se pode deixar de descrever assuntos da Biologia Molecular como 

enzimas, reações químicas e vias metabólicas, temas básicos intimamente 

relacionados à área de modelagem de redes metabólicas. 

Os estudos feitos a partir da biologia molecular e os avanços das técnicas de 

sequenciamento de genomas (algoritmos de bioinformática), tornaram viável a 

reconstrução metabólica a partir de uma sequência genômica (7,13,14,15). Com tais 

informações cria-se a possibilidade de construir mapas topológicos que representam 

os caminhos metabólicos, onde a geração de um conjunto selecionado de produtos, 

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

reações.  
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Um modelo metabólico que consiga reproduzir matematicamente esses 

caminhos metabólicos podem ser usados para responder, por exemplo, a 

capacidade de crescimento do organismo que está sendo representado, uma das 

hipóteses centrais por trás da ideia de vida como conjuntos auto replicantes (16,17).  

Um micro-organismo precisa de uma fonte básica de energia e um conjunto 

de metabólitos acumulados em quantidade definidas pela composição celular, e 

posteriormente produzirem sua estrutura física para criação de uma nova célula (18). 

Este processo pode ser representado também no modelo metabólico, é feito através 

da criação de uma pseudo-reação, que usualmente, é denominada reação de 

biomassa (19). A reação de biomassa é formada pelos metabólitos (substratos com 

índices estequiométricos definidos) relativos da composição celular. 

Um processo de reconstrução metabólica suficientemente preciso, é um 

modelo que represente o desenho da via dos fluxos metabólicos de reação 

observados experimentalmente em organismos in vivo, que permita a simulação de 

geração de biomassa (19,20). Em organismos procarióticos simples a maximização 

de seus processos se traduz quase que integralmente na taxa de crescimento (21). 

Esse tipo de comportamento pode ser simulado através da modelagem matemática / 

computacional (22), que disponibiliza ferramentas como a COnstraint-Based 

Reconstruction and Analysis (COBRA) (13), análise baseada em restrições (descrita 

na seção 1.3). 

1.2.1 Reações químicas e Enzimas 

O mapa metabólico pode ser visualizado, de forma genérica, como o conjunto 

de todas as transformações químicas (reações) que um organismo pode realizar 

(23). Por isso, se faz necessário entender alguns fatores básicos relacionados a 

essas reações químicas. 

Uma reação química pode ser descrita de maneira simplificada como um 

processo de transformação de um conjunto de metabólitos (substratos - compostos 

químicos) em outros metabolitos (produtos – compostos químicos) (24). A 

representação gráfica de uma reação química é mostrada por uma equação 

separada por uma seta, onde os elementos anteriores a ela são os substratos, e os 

elementos posteriores são os produtos (24). Por exemplo, na etapa final da glicólise, 

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 equação da reação descrita é mostrada abaixo, junto com sua 

representação gráfica da Figura 1. 

 

ATP + Pyruvate <=> ADP + Phosphoenolpyruvate 

 

 

Figura 1 - Exemplo de reação química retirado de (25). 
 

Um produto de uma reação pode ser utilizado como substrato em outra, esse 

comportamento produz sistemas encadeados de reações, que são classificados 

conforme suas cadeias e finalidades. Esses sistemas são chamados de vias 

metabólicas. (5,24). 

A maioria das reações de um organismo são executadas lentamente, e essas 

reações geralmente necessitam de um catalisador para acelerar o processo. Um 

catalisador é um composto químico capaz de acelerar uma reação sem que ela o 

consuma no processo. Esses catalisadores de reações dos organismos são 

proteínas denominadas enzimas (24). 

As enzimas são moléculas específicas e normalmente pode catalisar uma 

reação, 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 sobrevivência da célula (23,24). Para uma bactéria por exemplo, pode 

ser fatal a inativação de certas enzimas, assim prejudicando vias básicas do 

metabolismo. Por causa da grande quantidade de enzimas, adotou-se um padrão de 

nomenclatura, esse padrão chama-se Enzyme Comission Number (EC number ou 

EC) (23,26). O EC number é um código formado por quatro campos numéricos 

separados por ponto, e cada campo está atrelado às informações funcionais que a 

enzima exerce nos grupos de reações contidos no metabolismo (23,26). Por 

exemplo, a enzima tripeptide aminopeptidase tem o código EC 3.4.11.4, onde o 

número 3 representa uma hidrolase (enzima que usa a água para catalisar algumas 

moléculas), o número 4, indica que atua sobre as ligações peptídicas, o 11 indica 

que são atuantes sobre o amino-terminal de aminoácidos de um polipeptídeo, e o 
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último número, o 4 indica ação sobre o amino-terminal final de um tripeptídeo (27). A 

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

 

   CLASSE             FUNÇÃO 

EC 1 Oxirredutases 

EC 2 Transferases 

EC 3 Hidrolases 

EC 4 Liases 

EC 5 Isomerases 

EC 6 Ligases 

 
Tabela 1 - Classificação de enzimas e suas respectivas funções (24,26). 

 

A regulamentação do padrão de nomenclatura é de responsabilidade do 

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

1.2.2 Vias Metabólicas 

O conjunto de reações químicas ligadas que exercem funções importantes 

em um organismo é denominado Via Metabólica. Por sua vez, toda via metabólica é 

determinada por enzimas estabelecidas pela formação genética de sua célula 

(23,24). As diversas reações existentes em uma célula produzem uma gama de 

produtos necessários para o seu funcionamento e estes têm diferentes destinos 

como reagentes. Portanto, existe uma interligação complexa entre as reações de um 

organismo. Para a viabilidade de análises e estudos das reações que fazem parte de 

um determinado processo, as reações são agrupadas em diversas vias metabólicas. 

Essas vias metabólicas (processos) podem ser de dois tipos: vias de degradação ou 

de síntese de compostos químicos (24). Uma via metabólica serve como ferramenta 

de análise e estudo, pois fornece um nível variado de detalhes sobre processos 

essenciais da célula: ela pode ter mais ou menos reações, abortar as reações em 

um único organismo ou em um grupo, mostrar ligações com outras reações / vias, 

entre muitos outros aspectos (24,28). 

1.2.3 Protocolo de Reconstrução de Redes 

A reconstrução de uma rede metabólica pode ser executada a partir de 

diferentes metodologias. Até 2010, nenhuma proposta de formalização havia sido 
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reconhecida na comunidade científica, quando Thiele e Palsson (7) propuseram um 

protocolo. O método desenvolvido por esses autores propõe passos detalhados a 

serem seguidos para que se possa efetuar uma reconstrução de escala genômica 

em alta qualidade. O documento apresenta um processo generalista para 

reconstrução de redes metabólicas que tem como alvo a modelagem computacional 

e inclui reconstrução e análises baseadas em restrições (7,13). Os passos propostos 

pelo protocolo são quatro e não necessariamente devem ser seguidos de acordo 

com uma ordenação fixa. A alternância de alguns não compromete a qualidade geral 

da reconstrução, entretanto, apresenta algumas limitações relativamente à 

finalização de todas etapas. A indicação do documento é que as duas primeiras 

etapas do processo podem ser mescladas para reconstruções bacterianas com foco 

no refinamento da reconstrução (7,12). 

 

Os quatros passos são: 

 

1- Reconstrução Rascunho (Draft) 

A primeira etapa, descrita como rascunho, consiste na obtenção de 

informações com ferramentas automatizadas, computacionais. O ponto de partida é 

a anotação do genoma do organismo alvo, nesse caso a Pseudomonas aeruginosa 

CCBH4851 (1). A partir da anotação genômica é possível realizar análises 

computacionais e inferir funções metabólicas. Tais análises, por sua vez, utilizam 

informações contidas em bases de dados globais, como KEGG, BRENDA, 

Pseudomonas Genome DB, dentre outras (6,9,13,25). Nesse processo, algumas 

informações podem ser incluídas de maneira errônea e outras podem estar ausentes 

pela falta de informações na anotação ou devido a divergências nas bases de 

dados. Por essa razão, cada grupo de pesquisa cria suas próprias ferramentas 

computacionais para lidar com esse problema, o que é negativo em se tratando da 

padronização da informação e formatação dos dados. Por outro lado, permite a 

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

 

2- Curadoria Manual 

Nesta etapa o processo se faz de forma oposta à primeira. O trabalho é 

desenvolvido de maneira completamente manual por especialistas na área (7). 

Posteriormente à elaboração de um modelo gerado de forma automática, os 

especialistas procedem a uma reavaliação e aperfeiçoamento do modelo, revisando-



  25 

o gene por gene (19). Nesse processo, os genes têm sua posição na rede 

metabólica confirmados e também se levantam possíveis lacunas, gaps de genes 

que deveriam estar presentes e não estão. Em particular, todas funções metabólicas 

e suas respectivas reações são confrontadas individualmente relativamente à 

literatura disponível para o organismo alvo (20). Há necessidade de participação de 

especialistas experientes da área, pois nem toda anotação possui um score de 

confiabilidade alto e a maioria dos bancos de dados bioquímicos são inconsistentes 

e incompatíveis (7,23). 

 

3- Conversão Computacional / Matemática do Modelo 

Depois de obter um resultado satisfatório nas etapas anteriores, ou seja, 

construir um modelo que atende os objetivos de pesquisa relacionados ao 

organismo (13,20), faz-se necessário convertê-lo para formatos matemáticos e 

computacionais (13). É nessa fase que são escolhidos alguns parâmetros 

importantes do modelo para a viabilidades de estudos pretendidos, tais como limite e 

abrangência de escopo fenotípico (12). É importante observar que o modelo inicial 

nem sempre é idêntico ao modelo final, pois com as inúmeras curadorias iterativas 

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

 

4- Execução e Avaliação da Rede Metabólica 

Esse estágio do processo de reconstrução consiste na verificação, avaliação 

e validação da rede metabólica (7). O conjunto metabólico (modelo) criado na etapa 

de conversão é posto em testes e um dos principais consiste em verificar se o 

modelo tem capacidade de sintetizar precursores de biomassa (aminoácidos, 

nucleotídeos trifosfatos e lipídios), componentes básicos para duplicação da célula 

(12,13,14). A partir destes testes são identificadas funções metabólicas inexistentes 

na reconstrução. Como o protocolo propõe um processo iterativo, esses gaps podem 

ser solucionados gradativamente (7). A decisão acerca da parada desse processo 

de iteratividade é levada em consideração o foco de estudo para qual a reconstrução 

se destina. Assim, o modelo se daria como concluído quando estivesse pronto para 

uso em análises. 

A Figura 2 exibe os passos propostos pelo protocolo T&P (7). 
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Figura 2 - Protocolo de Reconstrução de Redes Metabólicas retirado de (7). 

1.3 COnstraint-Based Reconstruction and Analysis – COBRA 

Após as conclusões dos primeiros projetos de sequenciamento de genomas 

bacterianos, o entendimento da relação genótipo-fenótipo começou a mudar (29). As 

sequências completas de genes formam um conjunto de informações abrangentes, 

relacionados aos elementos genéticos que definem um organismo. Para a 

compreensão desses processos celulares complexos, como o metabolismo, por 

exemplo, bases de conhecimento foram surgindo com variadas representações 

matemáticas/computacionais (5). As representações matemáticas possibilitam 

cálculos referentes aos estados fenotípicos com base em parâmetros genéticos e 

ambientais. Eminentemente, representações mecanicistas da relação genótipo-

fenótipo metabólico microbiano são criadas (29,30). 

Os modelos de redes metabólicas em escala genômica baseados em 

restrições armazenam a relação genótipo-fenótipo, considerando simultaneamente 

restrições fenotípicas impostas pelas leis físico-químicas e pela genética. Essa área 

de pesquisa surgiu a partir da percepção de que as relações quantitativas genótipo-

fenótipo poderiam ser criadas utilizando genomas. A enorme produção de dados 
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gerados a partir dos estudos de genomas acelerou o desenvolvimento de métodos 

de reconstrução baseados em restrições e ferramentas de análise de redes 

metabólicas. Todo esse arsenal foi reunido em um poderoso framework analítico, 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) imposição de 

restrições físico-químicas que limitam o fenótipo computável (Figura 3.a-d); 2) a 

identificação e descrição matemática/computacional de pressões seletivas 

evolutivas, como condições ambientais (Figura 3.e) e 3) um entendimento de escala 

genômica do metabolismo celular caracterizando todos produtos metabólitos de uma 

célula (Figura 3.f). Tais conceitos podem ser satisfatoriamente representados como 

na Figura 2, abaixo:  

 

 

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 reações do metabolismo é 

representado matematicamente por uma matriz estequiométrica (Figura 3.b). As 

colunas representam a estequiometrias das reações e valores positivos e negativos 

representam produtos e reagentes respectivamente. O fluxo de cada reação é 

limitado pela termodinâmica e pelas capacidades catalíticas do modelo (Vm = Vmax), 

e essas são descritas pelos limites inferiores e superiores de cada reação (Figura 

3.b - verde). O “espaço de soluções” é formado por todas as distribuições possíveis 

e são resultados das restrições de reações existentes do modelo (Figura 3.c). 

Restrições adicionais podem reduzir ainda mais o “espaço de soluções”. Como 

exemplo desse tipo de restrição, tem-se balanço de massa, suposição de estado 

estacionário e taxas de consumo de metabólitos.  

Uma das funções cruciais do COBRA, a função objetivo (reação de biomassa, 

nesse caso), descreve uma pressão evolutiva que possibilita o crescimento 

microbiano. Além disso, também detalha as demandas metabólicas que dão suporte 

básico à construção de produtos mais elaborados de componentes essenciais 

celulares, como membranas, macromoléculas e ATP (Figura 3.e). 

Por fim, na Figura 3.f, a associação do genoma com o modelo metabólico é 

feita através da representação matemática do genoma transcrito, proteínas e 

reações. Esse tipo de esquema, comumente conhecido como associação Gene-

Proteína-Reação (GPR), é bastante utilizado para descrever a associação de genes 

nos modelos e fornece uma interface rica para integração de informações 

(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 Análise de Balanço de Fluxo (ABF) (34). Em 

meados da década de 90 essa metodologia começou a ser amplamente utilizada 

para auxiliar pesquisadores na reconstrução de modelos metabólicos. O FBA foi 

desenvolvido por Bernhard Palsson, em um laboratório na Universidade da 

Califórnia, em San Diego (29). O FBA utiliza a otimização linear (área da 

matemática) para calcular o fluxo de reações do modelo no estado estacionário, sem 

levar em consideração os parâmetros cinéticos (30). Uma das tarefas do FBA é a 

tentativa de prever a taxa de crescimento do organismo representado no modelo 

reconstruído. O FBA também simula a taxa de produção de um ou mais metabolitos 
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da rede. O estado da rede é representado pelo conjunto de reações, que é 

interpretado como sendo um único fluxo subdividido em módulos (reações). Cada 

reação tem a sua entrada (substratos) e sua saída (produtos) e a soma dos fluxos 

da entrada de metabólitos sempre será igual a soma do fluxo de saída, formando 

uma corrente contínua de processamento de metabólitos (34). 

No FBA, os fluxos metabólicos são apresentados matematicamente como um 

problema de programação linear. Através de uma função objetivo que deverá ser 

otimizada, os fluxos de todas as reações são estratificados e maximizados como a 

solução do problema. Em modelos metabólicos, geralmente, a reação de biomassa 

é escolhida como função objetivo para a simulação da taxa de crescimento. Na 

prática, a reação 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 simulação são normalizados em peso celular seco por hora por milimoles por 

grama (mmol/g DCW/h) (34). 

Apresenta-se uma implementação prática em um modelo metabólico artificial 

de célula hipotética para demonstrar os conceitos por trás do FBA. O modelo é 

representado por M = 7 metabólitos e N = 12 reações, das quais: a) cinco ocorrem 

dentro da célula, b) seis transportam metabólitos para o interior da célula e c) uma é 

a pseudo-reação que representa o acúmulo de metabólicos precursores de 

biomassa (15,35). A Figura 4 apresenta a representação do mapa metabólico 

relacionado aos pseudogenes. 

 

 

Figura 4 - Rede metabólica artificial de uma célula hipotética retirado de (15). 
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As reações ocorrem simultaneamente dentro da célula e as concentrações de 

metabólitos são alteradas no tempo como resultado da diferença entre suas taxas de 

consumo e síntese de todas as reações que participam do processo de geração de 

biomassa (15). Adotando a taxa de fluxo da reação j como fj e estequiometria do 

metabólito i na reação j como Sji, onde o metabólito com valor zero está ausente, 

com valor negativo é um substrato e valor positivo é um produto. Pode-se afirmar 

que a concentração de metabólito i avança ao logo do tempo. Então, a formulação 

matemática da descrição pode ser dada pela equação abaixo. 

 

Para rede hipotética exposta acima descreve-se a evolução temporal das 

concentrações de metabólitos do modelo hipotético como um conjunto de equações 

diferenciais (Figura 5.a) e através de uma matriz estequiométricas (Figura 5.b). 

 

 

Figura 5 - Representação do modelo hipotético através de equações 
diferenciais (a) e um matriz estequiométrica (b) retirado de (15). 

 

Uma reconstrução metabólica de um genoma, geralmente, tem milhares de 

reações e metabólitos, o que torna inviável a solução através de conjuntos de 

equações diferenciais (15). Entretanto, para organismos que crescem em estado 

estacionário, o tempo não é um fator que influencia as concentrações de metabólitos 

no meio (6,12,35,36). Portanto, o conjunto de equações podem ser compactados 

para a expressão:  
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A equação, por sua vez, pode ser escrita em uma notação reduzida como 

 

Essa equação representa um conjunto linear de equações integradas em 

fluxo, simplificando a resolução do problema. Por causa do maior número de 

reações do que metabólitos, o problema possui múltiplas soluções, que reflete as 

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

1.3.2 Análise e Preenchimento de Lacunas (Gapfilling) 

A análise de preenchimento de lacunas é uma etapa muito importante na 

reconstrução de modelos de redes metabólicas. Consiste em utilizar ferramentas 

computacionais / matemáticas para verificação de informações referentes ao 

modelo. Uma das possibilidades de análise, é executar algoritmos para comparar 

um modelo reconstruído (source) com o outro em reconstrução (target), e buscar 

reações faltantes para simulação de geração 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 reações precisam ser adicionadas a um modelo para 

torná-lo viável (taxa de biomassa > 0). O COBRApy tem uma implementação de 

preenchimento de lacunas muito semelhante à de Reed et al (30), onde usa-se o 

recurso de programação linear inteira mista para descobrir o menor número de 

reações que precisam ser adicionadas para uma coleção de reações definida pelo 

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

1.3.3 COBRApy (COBRA for Python) 

O COBRA toolbox é uma das implementações do framework COBRA, e foi 

desenvolvido inicialmente para integração com o MATLAB, propondo disponibilizar 

computacionalmente os métodos através de uma interface de alto nível de abstração 

(14). O avanço e sucesso desta ferramenta fizeram do atual COBRA toolbox uma 

estrutura padrão para modelagem baseadas em restrições do modelo. Para 
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alavancar ainda mais a pesquisa baseada em métodos COBRA, houve expansão 

para outras linguagens de programação (13,14,33). Uma das implementações 

alternativas ao COBRA toolbox é o COBRApy (14), que é um pacote de métodos 

COBRA escritos na linguagem de programação Python. Sua principal diferença é 

sua implementação, que tem como base o paradigma orientado à objetos. Portanto 

sua arquitetura disponibiliza os métodos COBRA através de classes, atributos e 

métodos bem definidos. Para os pesquisadores, abre novas possibilidades, pois não 

ficarão atrelados à uma ferramenta proprietária como o MATLAB. O COBRApy é 

totalmente livre e regido pela lei GNU, qualquer pessoa pode pegar seu código, 

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

1.4 Representação e Armazenamento de Dados Biológicos 

Depois do mapeamento das vias metabólicas e suas respectivas reações, um 

estudo requer uma maneira de se representar e armazenar o modelo da rede 

metabólica. Diferentes estudos (37) utilizam um ou dois formatos de representação. 

Quando se trata de representação visual, pesquisadores preferem utilizar Grafos. 

Como material para entrada de dados em ferramentas computacionais de análise de 

redes, a escolha é a Linguagem de Marcação para Sistemas Biológicos (SBML) 

(37). O SBML também foi a escolha nesta investigação. 

 Outra opção de armazenamento para as informações geradas, foi a 

construção de uma base de conhecimento, a qual será estruturada com base em 

conceitos em outras bases de conhecimento, como o KEGG e o Pseudomonas 

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

1.4.1 Systems Biology Markup Language (SBML) 

eXtensible Markup Language (XML) é uma linguagem criada a partir da 

demanda de navegação e troca de informações 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 características mais importantes 

definem seu grande sucesso e adoção por sistemas computacionais: primeiro, é 

definida como uma “linguagem de marcação extensível”, entretanto, é uma 

linguagem de meta-marcação, isto é, sua principal funcionalidade é definir outras 

linguagens de marcação; segundo, em outras linguagens de marcação, limita-se a 
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descrever a estrutura lógica de um documento e como essa estrutura será 

apresentada. Diferentemente, o XML pode definir a semântica de dados de forma 

generalista, deixando o projetista escolher tais informações (39). 

A SBML é uma dessas linguagens baseadas em XML (37), com grande 

número de ferramentas computacionais sendo desenvolvidas nos últimos anos. Com 

isto, surgiu a necessidade de um padrão de troca e representação de modelos redes 

de reações biológicas. O padrão SBML atualmente encontra-se no Level 3 versão 2.  

Nessa versão há informações detalhadas de componentes do modelo, tais como: 

compartimento, substratos e produtos, reações, parâmetros globais do modelo, 

definição de unidades de medida, associações Gene-Proteína-Reação (GPR), e 

extensões de informações para sua leitura e processamento por pacotes 

computacionais de análise (40). 

1.4.2 Bases de Dados Biológicos 

As bases de dados biológicas são produtos de longas pesquisas em 

bioinformática e representam avanços significativos na área de modelagem de redes 

metabólicas (5). Todas reconstruções de redes atualmente utilizam em larga escala 

estes recursos (7,12,15). Nesta seção serão citadas as bases que contribuíram de 

forma decisiva para a conclusão deste trabalho. 

1.4.2.1 Pseudomonas Genome DB e PseudoCAP 

O Pseudomonas Genome DB é um banco de dados mantido pela 

comunidade acadêmica 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 força tarefa para 

o sequenciamento e a anotação do genoma da bactéria Pseudomonas aeruginosa 

PAO1. A anotação envolveu diversos pesquisadores da PathoGenesis e dos 

cientistas do Projeto Pseudomonas aeruginosa Community Annotation 

(PseudoCAP), entre outras coisas, ligações de outros dados externos a pesquisa 

(38,41). 

A base de dados é, atualmente, repositório para diversas informações sobre 

Pseudomas aeruginosa, incluindo armazenamento de modelos de redes metabólicas 

curados e não curados (draft), anotações de genomas, links e cruzamentos de 

dados para outras plataformas de dados biológicos, tabelas de conversões 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, 

é outra base de dados biológicos bastante conhecida e utilizada pela comunidade 

cientifica (26). É uma base de conhecimento que fornece uma forma sistêmica de 

análise das funções genéticas, fornecendo um apanhado de referências cruzadas 

para vários outros tipos de análises. Como exemplos, podem ser mencionadas as 

informações genômicas que são armazenadas no banco de dados de genes, os 

quais por sua vez compõem inúmeras coleções de genomas parcial ou 

completamente sequenciados (26). O KEGG teve sua origem no Japão, iniciado no 

âmbito do Programa Human Genome Program do ministério da educação. Todos os 

dados do projeto são disponibilizados através de plataformas sistêmicas sobre 

serviços web (APIs de acesso) chamado de GenomeNet service. Os dois módulos 

mais importantes são o KEGG GENE e o KEGG PATHWAY.  

O KEGG GENE são coleções de genomas e seus genes, reunindo 

informações adicionais de proteínas, reações e componentes (metabólitos das 

reações). O KEGG PATHWAY fornece informações para representação de funções 

de ordem superior em termos da rede de moléculas interagentes. Qualquer usuário 

pode acessar o sistema KEGG através de uma via funcional (modo top-down), ou 

iniciar a busca a partir de informações genômicas (modo bottom-up) (25). 

1.5 Sistemas WEB e Aspectos Tecnológicos 

Sistema WEB são aplicações que utilizam tecnologias criadas para internet 

como interface para o usuário ter acesso. O desenvolvimento de sistemas WEB 

envolve linguagens de programação, acesso a banco de dados, entres outras 

tecnologias. Diferentemente, os websites consistem em documentos indexados e 

endereçados através de um servidor de nomes (DNS). No período anterior ao 

surgimento da internet, os tipos de sistemas existentes consistiam em aplicações 

para desktop, instaláveis em cada computador (42).   

A evolução da tecnologia e dos protocolos de segurança de acesso à internet 

popularizaram o desenvolvimento de Sistemas WEB. Algumas das vantagens de se 

ter um sistema na plataforma web são: 

• Facilidade de instalação e manutenção; 

• Facilidade para acesso dos usuários; 
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• Descentralização dos recursos computacionais; 

• Designer responsivo (adaptativo) para acesso de múltiplos dispositivos; 

 

Para o desenvolvimento de Sistemas WEB existem inúmeras opções 

disponíveis, tais como Java (Oracle), .NET Framework (Microsoft), Python, Apache 

Foundation, entre outras. Java e .NET Framework são mais antigas e consolidadas 

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

1.5.1 Java EE 

O Java EE, conhecido anteriormente como J2EE, é uma plataforma lançada 

para suprir as necessidades de implementação de um servidor de aplicações 

robusto. É considerado informalmente um padrão, embora, na realidade, seja 

definido por uma especificação. Pode-se afirmar ainda a plataforma Java EE como o 

ambiente mais relevante para desenvolvimento e execução de aplicações 

comerciais, pois provê escalabilidade, interoperabilidade, segurança e 

confiabilidade, o que facilita aos desenvolvedores de software a construção de 

modelos de aplicações comerciais complexas e distribuídas (42,43,44). 

 

O padrão Java EE consiste em: 

▪ Regras de construção para desenvolver aplicações comerciais. 

▪ Uma implementação de referência 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 padrão. 

▪ Diversas APIs (Application Programming Interface) para disponibilizar o 

acesso genérico para recursos comerciais e de infraestrutura. 

▪ Tecnologias para simplificar o desenvolvimento em Java no âmbito 

comercial, distribuído, tolerante a falhas e multicamadas, amplamente 

baseado em componentização. 

 

Ainda que se pudessem executar remotamente aplicativos desenvolvidos em 

Java nos servidores na ocasião do lançamento da linguagem Java, não havia 

inicialmente um padrão especificado e desenvolvido pela Sun disponível para 

execução de tais aplicações 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 aplicações domésticas e outros 

dispositivos afins.  

Com a progressão 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 codificação 

padronizada. Posteriormente, diversas especificações de APIs foram incluídas na 

plataforma, assim como o Java Database Connectivity (JDBC) – driver API para 

conexão de banco de dados, gerenciamento e operações com banco de dados. 

Todas estas inovações tinham o propósito de suprir necessidades do mercado para 

acesso aos recursos exigidos pelas aplicações comerciais (44). 

Contudo, ficou bastante explícito após a introdução do Java que seu uso no 

lado do cliente em um ambiente de sistemas baseados em navegador (sistemas 

WEB) não era viável. Assim, a Sun enfrentou vários desafios, como a latência no 

carregamento remoto do servidor de bibliotecas Java para que uma aplicação 

pudesse ser executada no lado do cliente (42,43). 

A simplicidade do Java, a arquitetura independente de plataforma e o 

conjunto de APIs disponíveis, assim como sua conformação com a WEB bem 

definida, eram pontos positivos para o seu sucesso no desenvolvimento de 

softwares comerciais. Foram estas características juntamente com a facilidade de 

adicionar as tecnologias do Java às páginas HTML, padrões em WEB Sites, que 

levaram a uma ampla utilização do Java para desenvolvimento centrado para WEB. 

Compreendendo tal fato, juntamente com a ascensão do uso de Java para 

aplicações baseadas na WEB, a Sun, para o aproveitamento deste potencial, 

verificou que se fazia necessária a adaptação da linguagem Java à 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 código aberto (dirigido por comunidade) que 

implementa uma biblioteca (API) para processamento de dados biológicos através 

da linguagem Java. A API é dividas em inúmeros módulos (pacotes) independentes. 

Os módulos são divididos por funcionalidades e ou áreas de estudos da biologia. Os 

módulos e suas respectivas funcionalidade são (45): 

• Core (núcleo da API) – fornece classes que representam sequencias de 

nucleotídeos e aminoácidos, e seus relacionamentos; 
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• Estrutura de proteínas – fornece ferramentas (métodos) para representar e 

manipular estruturas biomoleculares 3D e comparação da estrutura de 

proteínas; 

• Genoma e sequenciamento – fornece classes que representam 

sequencias gênicas e diversos formatos de arquivos com diferentes 

padrões de escrita; 

• Alinhamento – fornece algoritmos para processamento de alinhamentos 

de sequências; 

• ModFinder – fornece métodos para identificar e classificar modificações de 

proteínas em estruturas de proteína 3D; 

• Propriedades de aminoácidos – fornece uma gama análise de 

propriedades físico-químicas para as proteínas; 

• Desordem de proteínas – fornece algoritmos para previsão de regiões 

desordenadas de proteínas; 

• Serviço WEB – fornece chamadas para métodos remotos de serviços de 

bioinformática através da utilização do protocolo REST; 

 

A biblioteca BioJava encontra-se na versão três e a sua utilização possibilita 

um nível alto de suporte para o desenvolvimento de sistemas que envolvem dados 

biológicos em Java, pois fornece uma plataforma variada de processamento de 

informações biológicas em alto desempenho. A API pode ser acessada e está 

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

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

1.5.3 Jsoup (HTML Parser) 

O parser é um analisador sintático que processa uma entrada de dados. 

Geralmente um texto reconhecível por humanos que possuem certas regras 

específicas, e monta uma estrutura de como é sua composição (44,46). Um HTML 

Parser é um tipo de parser, entretanto, suas regras são configuradas para 

manipulação de arquivos do tipo HTML (43,44). O Jsoup é uma API Java que 

implementa classes e métodos em linguagem de programação Java para extrair e 

manipular dados de arquivos HTML, por tanto é considerado um HTML Parser para 

a linguagem Java (46). O Jsoup traz as seguintes funções de manipulação de 

arquivos HTML: 

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
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• Leitura e análise de arquivos HTML de um URL, arquivo ou cadeias de 

caracteres; 

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

• Manipular os elementos HTML, atributos e texto; 

• Limpar o conteúdo enviado pelo usuário contra uma lista segura de white 

lists, para evitar ataques XSS; 

• Organização de arquivos de saída do tipo HTML; 

1.5.4 Jsbml 

O SBML (Systems Biology Markup Language) é a linguagem de marcação 

padrão, baseada em XML (eXtensible Markup Language), para armazenamento e 

troca de modelos computacionais quantitativos em biologia de sistemas (37). O 

SBML é suportado por mais de 210 pacotes de softwares, esse índice alto de 

referências é caracterizado pelas regras bem definidas e simplificadas, incluindo a 

disponibilidade de sua sólida API libSBML (47). A API libSBML, em até certo 

momento, tinha sua implementação nativa somente em linguagem C/C++, com 

interfaces (JNI - Java Native Interface) que davam suporte ao uso em outras 

linguagens de programação. Esse tipo de abordagem trazia um certo nível de 

dificuldade para os desenvolvedores Java, pois sua compatibilidade não é simples 

para ser incorporada em qualquer aplicação (37,47,48).  

Alguns grupos iniciaram suas próprias implementações nativas em Java, afim 

de ter total suporte aos algoritmos e métodos de processamento de arquivos do tipo 

SBML. Um tempo depois, vários desses grupos se juntaram para desenvolver em 

conjunto uma biblioteca única, evitando duplicações, para o processamento de 

arquivos SBML. Desse esforço 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 infecções hospitalares no Brasil causado por 

bactérias resistente a antibióticos requer novas pesquisas que sirvam à elaboração 

de alternativas de terapia (3). Uma das abordagens de pesquisa utilizadas na 
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biologia para construção de conhecimento é a empírica, executada através de 

experimentos observáveis e sem inferência da dinamicidade em torno do sistema 

biológico. Em contrapartida, existem abordagens teóricas que visam construir 

modelos matemáticos / computacionais que, embora sejam precisos, muitas vezes 

não representam de forma fidedigna o sistema biológico real (5,6). Quando estas 

duas abordagens são tratadas com uma inter-relação estreita, os resultados se 

mostram mais promissores. Este trabalho realizou a primeira reconstrução do 

modelo metabólico da bactéria (1). 

Essa primeira reconstrução irá tornar viável uma série de estudos e 

aplicações de métodos matemáticos/computacionais a fim de criar versões de 

modelos computacionais. Tais modelos darão suporte ao avanço da compreensão 

de numerosos processos biológicos do organismo que está sendo representado. Os 

modelos de referência possuem uma série de vantagens para as pesquisas 

experimentais, dentre elas a simulação do desenvolvimento rápido do ciclo de vida e 

os testes de restrição de expressão de genes (nocautes), entre outras análises que 

se feitas em laboratório demandariam tempo muito mais elevado (6,7,12). Uma 

possibilidade concreta de utilização atual das versões de modelos gerados seria a 

identificação de novos alvos terapêuticos através do uso de sistemas como o 

FindTargetsWeb (9). 

Uma outra abordagem computacional é o modelo computacional integrado de 

célula inteira (28). Trata-se de abordagem mais complexa, composta por diversos 

modelos que compõem cada processo da célula. Tais modelos se integram para 

formar uma única representação computacional da célula inteira. Esse tipo de 

abordagem está sendo desenvolvida por outros projetos. O modelo de rede 

metabólica desenvolvido pode vir a ser um dos futuros módulos integrados. Isso irá 

viabilizar estudos relacionados aos mecanismos de resistência a antibióticos 

apresentados pela bactéria (12,28). 
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2 OBJETIVOS 

2.1 Objetivo Geral 

Executar uma reconstrução da rede metabólica da Pseudomonas aeruginosa 

CCBH4851 que simule a geração de biomassa acima de zero.  

2.2 Objetivos Específicos 

• Empreender releitura do método de Thiele e Palsson e desenvolver uma 

metodologia simplificada para a reconstrução da rede (7). 

• Desenvolver uma ferramenta (sistema web) para execução da 

reconstrução automatizada do modelo de rede metabólica da P. 

aeruginosa CCBH4851. 

• Desenvolver uma segunda ferramenta computacional (sistema web) para 

a curadoria da rede obtida através da reconstrução automatizada. 

• Aplicar ferramentas computacionais existentes para uma avaliação 

preliminar de geração de biomassa da rede reconstruída (14,34). 



  41 

3 MATERIAL E MÉTODOS 

Neste capítulo é discutido o método criado pela adaptação da releitura do 

protocolo T&P para a reconstrução da rede metabólica (objetivo principal), assim 

como as ferramentas computacionais desenvolvidas para possibilitar a aplicação do 

método. Inicialmente, caracteriza-se de modo geral o método. Na seção 3.1, 

descreve-se a reconstrução automatizada e o sistema NETGen. A seção 3.2 aborda 

a curadoria assistida com o sistema CurSystem. A seção 3.3 detalha a avaliação 

preliminar empreendida através de ferramentas computacionais. Por fim, na seção 

3.4, expõe-se onde as informações 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 último sequenciamento 

e anotação do genoma da bactéria Pseudomonas aeruginosa CCBH4851, disponível 

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

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

protocolo indicado para o desenvolvimento de modelos metabólicos em escala 

genômica. O processo completo descrito pelo protocolo é dividido em quatro fases 

principais: a primeira fase consiste na criação de um modelo draft; a segunda fase, 

na cura manual; a terceira, na conversão para um formato 

matemático/computacional; e a última, na avaliação da rede (7). Porém, no contexto 

de execução deste trabalho, não houve tempo hábil para sua aplicação completa. 

Por esse motivo, estabeleceu-se uma adaptação do protocolo que objetivou sua 

simplificação. Isto implicou em uma redução aos seus dois primeiros passos, com 

uma avaliação preliminar de geração de biomassa que consiste na aplicação de 

métodos matemáticos e computacionais para verificar se o modelo gera cálculos de 

biomassa coerentes com os sistemas biológicos, e essencialmente valores acima de 

zero (28). 

A Figura 6 exibe todos os passos da metodologia adaptada pelo presente 

trabalho. 

http://pseudomonas.procc.fiocruz.br/index.php/data/p-aeruginosa-ccbh-4851
http://pseudomonas.procc.fiocruz.br/index.php/data/p-aeruginosa-ccbh-4851
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Figura 6 - Passos da metodologia adaptada de Reconstrução de Redes 
Metabólicas 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 reconstrução de qualidade.  

Entretanto, a execução de todas elas ultrapassa o escopo desta pesquisa. Assim, 

todas as fases foram adaptadas para a especificidade do organismo alvo da 

reconstrução, gerando uma metodologia própria. Entre as adaptações, houve a 

necessidade de criação das próprias ferramentas computacionais para a execução 

das etapas um e dois, obtendo-se como produto dois sistemas web que futuramente 

poderão ser utilizados ou adaptados para outros organismos alvos e não somente a 

bactéria Pseudomonas aeruginosa CCBH4851 (1). 

A seguir, a uma descrição detalhada das etapas e suas respectivas 

adaptações, incluindo a ferramentas geradas (sistemas). 

3.1 Etapa 1 - Reconstrução inicial (draft) 

A reconstrução inicial é crucial e é através da anotação do genoma da 

Pseudomonas aeruginosa CCBH4851 (1) que o processo se instaura. Esta é a 

principal entrada do sistema de geração de rede, sistema web de reconstrução 

NETGen. A reconstrução é feita por meio de dois algoritmos importantes: o primeiro 

efetua análise e comparação da anotação do genoma com modelos 

matemáticos/computacionais gerados em outras reconstruções de redes 

metabólicas de outros microrganismos, como é o caso da Pseudomonas aeruginosa 

PAO1 (12) e Mycoplasma genitalium (28). A recomendação do protocolo T&P é que 
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sempre se inicie por esse passo (7). Quando há um modelo de referência curado 

disponível, que é o caso deste trabalho com o modelo da Pseudomonas aeruginosa 

PAO1 (6,12,36), obtêm-se muitas informações valiosas por causa das semelhanças 

morfológicas, fisiológicas e da maioria de suas vias metabólicas (7). O segundo 

algoritmo, também utiliza os dados da anotação genômica, e efetua uma busca 

automática exaustiva por reações da rede metabólica em bases de dados 

especializadas em informações de vias metabólicas, como o KEGG, BRENDA e o 

Pseudomonas DB (25,38,49). Essas bases de dados irão auxiliar no fornecimento de 

informações acerca das reações da Pseudomonas aeruginosa CCBH4851 que não 

foram encontradas no primeiro algoritmo. Ao encontrar qualquer tipo de informação 

associada, os algoritmos a armazenam junto às informações colhidas no primeiro 

algoritmo, constituindo uma Base de Conhecimento. Esta base é um dos produtos 

desenvolvidos para servir de repositório da P. aeruginosa CCBH4851. 

3.1.1 NETGen – Sistema web de Geração de Redes Metabólicas 

O NETGen surgiu por conta de uma necessidade específica para geração de 

rede metabólica da Pseudomonas aeruginosa CCBH4851. Existem alguns sistemas 

de reconstrução de redes disponíveis, como o BiGG, o BioModelsDB, o ModelSEED 

e outros ainda em desenvolvimento. Porém, cada qual com suas características 

(50), estão 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 disponíveis de interfaces que processam 

dados biológicos. A linguagem utilizada como default (não é a única) foi Java com a 

extensão do padrão Java EE, a qual disponibiliza recursos para modularização e 

desenvolvimento de software web corporativo (43,51). Como mostrado na Figura 7, 

o NETGen tem passos bem definidos que vão desde a leitura de arquivos com os 

formatos GBK e SBML como entrada, até a criação, análise, exportação e envio do 

novo modelo para o usuário responsável pela reconstrução (37,52). Permeando todo 

o processo de execução, pode-se citar a referência e a inclusão de APIs de 

pesquisa bem sólidas, como por exemplo a BioJava (processamento de informações 

em arquivos de dados biológicos) e a JSBML (API para processamento de arquivos 

SBML escrita em Java) (47). Outra inclusão utilizada para o processo é integração 

com a linguagem Python, para execução do pacote COBRApy e suporte da análise 
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prévia do modelo gerado e enviado para usuário. Os dois algoritmos desenvolvidos 

são descritos nos próximos parágrafos (14). 
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COBRApy execution

Py

JSBML API

GBK File 
Anotation

BioJava API

KEGG API

JSoup API

 

Figura 7 – Arquitetura conceitual do Sistema WEB NETGen 
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O primeiro algoritmo (Algoritmo 1) do sistema faz uma comparação entre os 

dois organismos (informações digitais biológicas): o organismo de referência 

reconstruído e modelado em formato SBML e o organismo alvo da reconstrução com 

anotação do genoma em arquivo formato GBK (40,52). Para promover tal 

comparação é necessária uma tabela de equivalência de identificadores, que está 

disponível em diferentes formatos (TXT e CSV) e pode ser acessada pelo site do 

Pseudomonas Genome DB. Esta tabela contém informações chamadas de cross-

references (de/para) de identificadores, ou seja, IDs de genes (e consequentemente 

suas proteínas) registradas em diferentes bases de dados (Figura 8) (38). 

 

 

Figura 8 - Exemplo de Referência Cruzada de IDs de Genes (38). 
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O algoritmo interpreta cada RefSeqGeneID (identificador oficial de proteínas 

do NCBI) disponível no arquivo GBK da anotação do organismo alvo e guarda sua 

equivalência em LocusTag ID da tabela (38,45,52). Esse último é o identificador 

padrão utilizado em arquivos do tipo SBML para modelos de P. aeruginosa e por 

isso a conversão é necessária (6). Com LocusTagID executa-se uma varredura no 

arquivo do modelo de referência (arquivo SBML) e verifica-se a existência de 

determinado gene, com suas respectivas reações e metabolitos. Caso exista a 

referência, o algoritmo faz a importação para o novo modelo. Ao fim da execução 

desse primeiro algoritmo há um novo modelo candidato com todas possíveis 

reações encontradas no cruzamento entre os organismos (dados digitais) (38,52).  

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

 

 

 

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

Segue abaixo o Algoritmo 1 e sua implementação em pseudocódigo, que 

seleciona cada reação que será incluída na primeira formação do novo modelo em 

SBML (37): 
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O segundo algoritmo desenvolvido (Algoritmo 2) inclui as APIs de busca do 

KEGG para a tentativa de extrair informações de reações que não foram 

encontradas no modelo de referência na etapa anterior (25). A base de dados possui 

APIs com implementação em Java, o que facilita as chamadas remotas para as 

buscas de informações por outros programas desenvolvidos também em Java (48). 

Essas dão suporte para busca de informações através de variados campos, como 

por exemplo, sequências de aminoácidos e EC numbers, que são informações 

geralmente encontradas na anotação genômica em formato GBK. Ainda há uma 

segunda opção implementada pelo segundo algoritmo, a mineração de conteúdo de 

páginas WEB (38,52). Para a execução desta tarefa, foi utilizada a API Jsoup HTML 

Algoritmo 1 - Comparação entres os dois Organismos (dados digitais) 

 

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

(modelo do organismo de referência) 

 

Saída: Informações de Reações armazenadas no Banco de Dados  

 

1: procedimento reconstrucaoPrimeiraParte() 

2: NovaReconstrucao : Objeto–Representa uma Execução de Reconstrução 

3: ler arquivoGBK 

4: ler arquivoSBML 

5: ler tabelaCrossRef 

6: para cada sequencia em arquivoGBK faça 

7:  se existe sequencia em tabelaCrossRef faça 

8:   locusTagID <- pegarLocusTagID(sequencia, tabelaCrossRef) 

9:   se existe locusTagID em arquivoSBML faça 

10:    adiciona infoReações em NovaReconstrucao 

11:   fim-se 

12:  fim-se 

13: fim-para 

14: armazena NovaReconstrucao em BD 

15: fim-procedimento 
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Parser, uma interface também desenvolvida em Java e que executa processos que 

facilitam a extração e navegação pelas marcações de um documento HTML (46). 

A função de incrementar o modelo (SBML) com reações que foram 

encontradas pela busca externa em bases dados é descrita abaixo pelo Algoritmo 2.  

Note-se que o algoritmo está dividido em dois módulos, um com o procedimento 

principal e o segundo com uma função auxiliar. 

 

 

Algoritmo 2 parte 1 – Busca externa de Informações de Reações em Base 

de Dados 

 

Entrada: ListaDeGeneNaoEncontrado - Lista de Genes NÃO Encontrados 

    NovaReconstrucao – Objeto criado para representar uma execução 

 

Saída: Informações Adicionais de Reações armazenadas no Banco de Dados 

 

1: procedimento reconstrucaoSegundaParte() 

2: para cada geneNaoEncontrado em ListaDeGeneNaoEncontrado faça 

3:      se geneNaoEncontrado contem EcNumber faça 

4:  funçãoArmazenarNoBD(geneNaoEncontrado.EcNumber)  

5:      senão se 

6:  EcNumber <- buscarLocusTagID(geneNaoEncontrado.LocusTagID) 

7:  funçãoArmazenarNoBD(EcNumber) 

8:      senão se 

9:  EcNumber <- buscarSeqAA(geneNaoEncontrado.SeqAA) 

11:  funçãoArmazenarNoBD(EcNumber) 

12:      fim-se 

13: fim-para 

14:fim-procedimento 
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 Toda informação processada do modelo pelos algoritmos é armazenada na 

base de conhecimento. A base de conhecimento também foi desenvolvida como 

produto desse trabalho e sua principal função é guardar as informações das versões 

geradas de modelos da P. aeruginosa CCBH4851. O funcionamento desta base 

será descrito mais adiante, na seção 3.4 deste capítulo. 

 Ao final da execução dos dois algoritmos, o sistema executa um método 

(rotina programática) auxiliar para efetuar a leitura dos dados armazenados da base 

de conhecimento e, a partir das informações lidas, cria o arquivo no formato SBML 

da versão do modelo correspondente (37,44). O fluxo de execução segue e o 

arquivo SBML é utilizado como entrada em dois outros métodos do sistema.  

O primeiro método implementa a integração com a linguagem Python e 

executa a análise de balanço de fluxo (FBA) através do uso do pacote COBRApy 

(14,34). Ainda não existe nenhuma API ou framework COBRA para a linguagem 

Java. Contudo, a integração do Python e o COBRApy para executar internamente a 

análise no sistema NETGen ficou facilitada pelo suporte da plataforma Java EE para 

interconexão com outras linguagens de programação (43). O código do método ficou 

conciso como pode ser observado na Figura 10. 

Algoritmo 2 parte 2 – Busca externa de Informações de Reações em Base 

de Dados 

 

15: função ArmazenarNoBD(EcNumber : Caracter) 

16:  resultadoKEGG <- buscarKEGG(geneNaoEncontrado.EcNumber) 

17:  se resultadoKEGG != Nulo faça 

18:   infoReações <- extraiInfoReações(resultadoKEGG)  

19:   adiciona infoReações em NovaReconstrucao 

20:  fim-se 

21: fim-função 



  50 

 

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

 

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

que está contido na Figura 10. O código é escrito em Python para análise de 

geração de Biomassa do modelo recém gerado (14). 
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Figura 11 - Script em Python para a simulação do cálculo de Biomassa do 
modelo recém gerado 

 

O método faz a transição do fluxo de execução para o script de análise em 

Python, este executa os métodos do pacote COBRApy e retorna o fluxo de 

execução para o Java (14,43). O retorno da execução é capturado em uma cadeia 

de caracteres, entretanto, é preciso percorrê-la a fim de estruturar a resposta para 

formar o log (histórico). Por último, o método retorna o log para o método principal 

da reconstrução e insere o resultado junto ao e-mail que será enviado para o usuário 

com as informações da reconstrução. 

O segundo método implementa a utilização da API de e-mail da Oracle (53). 

Através desse método, o sistema envia um e-mail ao responsável pela reconstrução 

informando o resultado e encaminhando o arquivo gerado como anexo do e-mail. 

Todos esses algoritmos e métodos descritos são o que se designa núcleo do 

sistema ou “core”. Trata-se de módulos de programas (métodos) que compõem o 
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núcleo sistemático (44). Para que todos esses recursos possam estar à disposição 

de qualquer usuário pela web, faz-se necessário encapsulá-los em alguma casca, 

uma interface para facilitar sua utilização (43).  Isto foi feito utilizando as tecnologias 

Java no NETGen e CurSystem, já citadas anteriormente.  

A estruturação e o desenvolvimento do sistema em relação à tecnologia e 

arquitetura escolhidas, junto com os seus Screenshots de interface (unidades de 

representações) e fluxo de execução (48) serão discutidos a seguir. 

A tecnologia Java EE foi empregada por causa de sua estrutura tecnológica 

que apoia bastante o desenvolvimento de sistemas web (42,43,44). Todas as suas 

especificações de plataforma são projetadas para se encaixar em projetos com 

arquitetura de projeto em camadas MVC (42,44). A implementação de cada camada 

do NETGen utilizou um dentre os frameworks disponíveis. A camada Visão (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 

referências das APIs e as camadas implementadas seguindo o padrão MVC: 
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Figura 12 - Screenshot do Workspace do NETGen mostrando as APIs 
referenciadas 

 

Para execução do NETGen foi implantado o servidor de aplicação Apache 

Tomcat (v8.0.27), o qual fornece todo suporte que um sistema web desenvolvido 

com o padrão Java EE demanda, não necessitando outro tipo de serviço adicional 

(42). O sistema atualmente encontra-se disponível no servidor localizado na Sede do 

Programa de Computação Científica do Instituto Oswaldo Cruz e pode ser acessado 

através do link: http://pseudomonas.procc.fiocruz.br:8185/netgen/. 

A seguir, as principais Unidades de Representação1 da Interface do NETGen 

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

 

                                            
1 Em uma interface gráfica, uma unidade de apresentação é uma tela ou janela. Já em 

interfaces web, é uma página (54). 

APIs: KEGG, BRENDA, 

BioJava, Jsbml e Jsoup 

http://pseudomonas.procc.fiocruz.br:8185/netgen/
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Figura 13 - Unidade de apresentação para login do NETGen 
 

O sistema monitora as execuções de reconstrução por usuário, ou seja, toda 

reconstrução da rede metabólica criada na base de conhecimento é convertida em 

uma versão atrelada ao usuário da sessão corrente (login ativo). 

 

 

Figura 14 – Unidade de apresentação principal do NETGen 
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Na página principal (Figura 14), clicando no botão “Metabolic Network”, o 

usuário pode solicitar o redirecionamento para o ambiente de execução de novas 

reconstruções (Figura 15).  

 

 

Figura 15 - Ambiente de execução de Reconstruções Metabólicas 
 

Para executar uma nova reconstrução, o usuário precisa acionar o botão 

“New reconstruction”. O sistema mostra uma janela de diálogo (popup) com um 

assistente (reconstruction wizard) que auxilia na configuração e definição das 

informações do modelo de rede metabólica. Na janela (Figura 16) “New Background 

Reconstruction” demonstra a preparação para a execução de uma reconstrução. A 

preparação é feita em três etapas. Essas etapas estão descritas a seguir. 

  

1 – Aba de informações da reconstrução: o usuário define o título do 

modelo da rede, número de versionamento (versão na base de 

conhecimento), nome do arquivo SBML de saída, se vai existir a inferência 

de genes (escolha manual), qual o arquivo de anotação no formato GBK 

será feito upload para o sistema e o qual o arquivo do modelo (formato 

SBML) de referência será utilizado para upload também no sistema. 
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2 – Aba de inferência de genes: em seguida, se foi marcada a opção de 

utilização de inferência, a janela irá apresentar uma lista de reações (GPR) 

carregadas a partir do SBML do modelo de referência. O usuário poderá 

escolher quantas reações estiverem disponíveis na lista e essas serão 

forçadas como entrada no novo modelo da reconstrução. 

 

3 – Aba de confirmação e execução: nesta última etapa obrigatória, o 

usuário poderá conferir todas as configurações definidas nas etapas 

anteriores e, por fim, clicando no botão “Start”, a execução da 

reconstrução será iniciada em background (processo executado em modo 

silencioso) no servidor onde está implantada o sistema web. 

 

 

Figura 16 - Janela de Diálogo com o Assistente de Reconstrução com as três 
etapas de preparação para a execução de uma nova reconstrução 
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Figura 17 - Aba de inserção de informações e upload dos arquivos necessários 
para a reconstrução 

 

O layout da aba “Reconstruction Info” exibe ferramentas para a escolha dos 

arquivos que serão utilizados na reconstrução, os quais são transferidos (via API 

JSF) para uma pasta reservada pelo sistema no servidor (Figura 17). Na existência 

de arquivos com os mesmos nomes, o sistema os substitui imediatamente pelos 

novos arquivos escolhidos. Uma restrição imposta na interface da aba refere-se à   

escolha da extensão do arquivo, pois somente GBK para anotações (organismo 

alvo) e SBML (organismo de referência) podem ser submetidos ao servidor. 
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Figura 18 - Aba para inferência manual de reações na reconstrução do novo 
modelo 

 

A aba de inferências é mostrada na Figura 18 e possibilita a modificação 

manual com base no modelo de referência. O pesquisador pode selecionar algumas 

reações para serem forçadas a compor a reconstrução da rede metabólica alvo. 

Com isso, pode-se testar diferentes combinações e gerar diversas versões do 

modelo do organismo alvo. 

A aba de confirmação exibe um resumo com todas as informações inseridas 

ou escolhidas pelo pesquisador. A Figura 19 mostra um exemplo de reconstrução de 

rede metabólicas prestes a ser executada: 
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Figura 19 - Janela de resumo e confirmação de configuração da reconstrução 
que será executada 

 

Após confirmação de todos os dados referentes à reconstrução, o usuário a 

inicia clicando no botão “Start”. A Figura 20 demonstra uma execução de 

reconstrução em andamento. 
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Figura 20 - Unidade de execução em background da reconstrução 
 

Ao iniciar uma execução de reconstrução de rede metabólica, o sistema 

mostra o status e informa ao usuário que em breve será enviado um e-mail contendo 

todas informações 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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Figura 21 - E-mail de resultados da nova reconstrução do modelo alvo 

3.2 Etapa 2 - Refinamento da rede metabólica por especialistas 

Na segunda fase, o objetivo foi corrigir erros e adicionar informações que não 

foram possíveis extrair na primeira etapa de forma automatizada. Essa etapa é muito 

importante, pois nela se validam os dados extraídos de forma automática na fase 

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

Cada reconstrução tem um escopo de estudo e é sempre visando alcançar 

esse propósito 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 são de diferentes instituições do 

estado do Rio de Janeiro. Além disso, há a dificuldade adicional de compatibilizar as 

agendas de todos os envolvidos. Por essa razão, fez-se necessário discutir uma 

forma de interligar e centralizar as informações produzidas de forma independente 

de local físico e sincronismo de agenda. Concluiu-se, então, que a descentralização 

e a assincronia só poderia ser tangível 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 interação remota e 

assistida entre especialistas, foi proposto um segundo sistema web.  Trata-se de um 

Sistema de Desafios (Challenges) que traz consigo uma junção de técnicas 

computacionais, designado CurSystem. O CurSystem foi desenvolvido para 

intermediar o trabalho feito pelos especialistas, de maneira que eles possam propor 

e efetuar possíveis ajustes na rede metabólica da Pseudomonas aeruginosa 

CCBH4851 de forma automatizada.  

O objetivo foi desenvolver um software que propusesse desafios para os 

grupos de especialistas que participarão da curadoria. Esses desafios abarcam 

questões relacionadas às características que serão discutidas da rede metabólica e 

cada gap analisado tem uma ou mais soluções (respostas) propostas. Para cada 

resposta, pode haver ou não uma lista de discussão entre os pesquisadores. O 

responsável pelo desafio define uma solução entre as respostas disponíveis A 

resolução aprovada será aplicada na modificação no modelo, gerando uma nova 

versão da rede metabólica a cada evolução (7). O diferencial ofertado pelo 

CurSystem consiste na maneira como se dá cada evolução do modelo. Ele permite 

que todas as contribuições dos especialistas sejam feitas de forma assíncrona e 

distribuída, diminuindo o tempo entre os incrementos no modelo. Toda operação da 

curadoria é executada online, via internet. Por isso, para o acompanhamento total da 

curadoria, qualquer que seja a movimentação no sistema – da discussão à alteração 

do modelo – é notificada via e-mail ao grupo de pesquisadores. 

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

da utilização do sistema é exibido abaixo (Figura 22): 
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Resposta ValidadaGap 
identificado

Desafio 
Lançado

Soluções 
Encontradas

Discussão remota
Resonsável pelo 

Desafio

Lança Responde

Resonsável pelo 
Desafio

Avalia e conclui

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

 

3.2.1 CurSystem – Sistema WEB de Curadoria Assistida de Redes Biológicas 

O CurSystem também foi desenvolvido com as tecnologias disponíveis no 

Java com extensão do padrão EE. Sua arquitetura não tem o mesmo grau de 

complexidade que o NETGen, o qual exigiu a implementação de muitas APIs 

integradas. A complexidade do CurSystem está em suas regras de negócio, as quais 

vinculam os desafios e suas soluções às reações do modelo metabólico depositadas 

na base de conhecimento. Objetiva-se que cada solução proposta represente uma 

nova fórmula química ou uma confirmação da existente e que caso a solução seja a 

escolhida como resposta validada pelo responsável do desafio, ela possa substituir a 

reação original. 

A Integrated Development. Environment (IDE) utilizada para a implementação 

foi o Eclipse, uma ferramenta de ambiente integrado que suporta variadas 

linguagens de programação e inclui outros plugins de integração com servidores e 

serviços web (42). Na Figura 23 expõe-se a organização no Eclipse e os pacotes e 

Libraries (bibliotecas de códigos reutilizáveis) do trabalho. 
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Figura 23 - Espaço de Trabalho com Classes (modelo, controle e visão) e 
Libraries utilizadas no projeto do CurSystem 

 

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

respeitando a arquitetura Modelo-Visão-Controle (MVC). Outro ponto comum em 

relação ao NETGen é sua preparação para acesso à base de conhecimento, que é 

projetada no MySQL, obrigando os sistemas à utilização de APIs de acesso do 

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

pormenorizadamente mais adiante. 

Pacotes Java e Páginas WEB, 

correspondentes ao Padrão 

MVC (Model-View-Control) 

view 

control 

model 
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Abaixo, apresenta-se os principais fluxos do modelo de interação como 

conversa (MOLIC) e as unidades de apresentação no formato firmado pelas teorias 

que compõem a multidisciplinaridade em Interação Humano-Computador (54). A 

Figura 24a representa modelo de interação da Página de Login e a Figura 24b 

mostra o modelo para cadastro de desafios. 

 

 

Efetuar Login

d: URL do sistema

d: login
d: login ou senha 

inválidos

Página principal

d: Login efetuado com sucesso

Throw challenges

u:_

u: New challenge

d: Challenge registred

d: Invalid data

Cadastrar 

Desafios

u: register

a) b)  

Figura 24 – (a) Modelo de Interação das Páginas de Login e (b) Cadastro de 
Desafios 

 

O modelo de interação apresentado na Figura 25 mostra como o status do 

ciclo de vida do desafio é alterado. Quando há uma primeira resposta, o desafio 

passa do status “Open” para “Analyzing”. Para isso, o usuário deve acessar a página 

“Challenge Discussions” e criar uma resposta para o desafio. Nessa página também 

podem ser feitos comentários sobre outras respostas ou até mesmo as próprias 

respostas. 
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Challenge discussions

u:_

precond: desafio selecionado

u: Reply challenge

d: Answer registred

d: Invalid data

Reply Challenge

u: register

Discussion list
precond: resposta selecionada

u:_

New comment

u: _

d: Comment registred

d: Invalid data

u: Close discussion list

u: register

 

Figura 25 - Modelo de interação da Página Challenges Discussions 
 

Na Figura 26 a interação representada pelo modelo mostra como desafio ao 

ser fechado pelo usuário tem seu status alterado para “CLOSED”. Porém, somente o 

responsável pelo desafio pode fechá-lo. O usuário seleciona uma resposta entre 

outras cadastradas naquele desafio, insere a justificativa e valida a resposta. 
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Close challenges

u:_

precond: resposta selecionada

u: Validate Answer

d: Invalid data

Justification for 

answer 

validation

u: register

d: status answer change 

for validate

and

justification registred

d: challenge 

status 

changed

for

closed

Cancel validate 

confirmation

precond: resposta selecionada

u: Cancel Validate

u: confirm

d: status answer change 

for not validate

and

justification deleted

d: challenge 

status 

changed

for

reopened

d: operation not completed

d: Invalid change

 

Figura 26 - Modelo de Interação da Página Close Challenges 
 

Não foi criado um modelo de interação para todas as interfaces do sistema, 

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

diferentes ações podem ser executadas em uma única página.  

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

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

demais e armazena as informações do usuário da sessão corrente (Figura 28). 
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Figura 27 - Unidade de apresentação para login do CurSystem 
 

 

Figura 28 – Unidade de apresentação “Home” (página principal) 
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O modelo de interação mostrado na Figura 24(a) necessitou ser 

implementado em duas unidades de apresentação e deu origem à página de 

desafios e à janela de diálogo de cadastro de desafios. As duas unidades de 

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

 

 

Figura 29 - Página de Desafios (unidade de apresentação “List of challenges”) 
 

Na página de desafios, o status de cada desafio é marcado pelo uso de cores 

distintas. Os desafios grafados em cor verde são de status “COMPLETED” e os de 

fonte na cor preta são de status “OPEN”. 
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Figura 30 - Janela de diálogo para cadastro de desafios (unidade de 
apresentação “New challenge”) 

 

Para a interface do modelo de interação de respostas e comentários dos 

desafios também houve necessidade de dividir a página em mais de uma unidade 

de apresentação: a página “Challenge discussions” e as janelas de diálogo “Answer 

to” e “Discussion list”. As três unidades de apresentação são exibidas nas Figura 31, 

Figura 32 e Figura 33, respectivamente. 
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Figura 31 – Página de respostas para soluções possíveis de cada desafio 
(unidade de apresentação “Challenge discussions”) 
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Figura 32 - Janela de diálogo para cadastro da resposta (unidade de 
apresentação "Answer to") 
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Figura 33 - Janela de diálogo para cadastro de comentários de respostas 
(unidade de apresentação "Discussion list") 

 

Na interface de resolução de desafios o usuário analisa as respostas e seus 

comentários, escolhe uma resposta e a valida com uma justificativa. Para esse fluxo 

de operações há o modelo de interação da Figura 26. As unidades de representação 

são: a página “Close Challenges” (Figura 34) e a janela de diálogo “Justification for 

answer validation” (Figura 35). 
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Figura 34 – Página de validação de respostas (unidade de apresentação "Close 
challenges") 

 

 

Figura 35 - Janela de diálogo para justificar e validar resposta 
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3.3 Etapa 3 - Avaliação inicial através de métodos matemáticos e 

computacionais 

Ao fim da execução dos dois passos da metodologia adaptada, é preciso 

avaliar o modelo reconstruído e verificar se os objetivos foram alcançados. Nesse 

contexto, o objetivo é a construção de um modelo computacional da rede metabólica 

da P. aeruginosa CCBH4851 que simule a geração de biomassa maior que zero. O 

NETGen traz em sua implementação um módulo que executa avaliação preliminar 

do modelo, porém é simples e limitado. Existem outras ferramentas mais sólidas que 

também se destinam a essa tarefa que foram utilizadas como suporte adicional da 

avaliação computacional para refinar os resultados. 

 A avaliação computacional/matemática consiste na utilização de métodos 

matemáticos implementados em linguagem de programação. A área da matemática 

que dispõe desses métodos é chamada de programação linear e tem como seu 

principal objetivo a otimização de problemas de fluxos (7,12,32). A otimização é uma 

ferramenta precursora para avaliações de fluxos de modelos de redes metabólicas 

(30).  

Para executar avaliação dos modelos gerados por este trabalho, fez-se uso 

do FBA (descrito na seção 1.3.1) (34) e o Gapfilling (descrito na seção 1.3.4) da 

implementação COBRApy (seção 1.3.3) do COBRA (14). O FBA efetua cálculos dos 

fluxos das reações levando em consideração um estado estacionário (32). Esse tipo 

de abordagem nos permite verificar os resultados da reação de geração de 

biomassa descrita no modelo. O Gapfilling auxilia em casos em que a taxa de 

biomassa gerada da versão do modelo é zero. O Gapfilling compara o modelo alvo 

com o modelo de referência e analisa quais reações poderiam complementar o 

modelo alvo para simular a geração de biomassa diferente de zero (14). Dentro de 

um conjunto de soluções possíveis, o método sempre sugere o menor número de 

reações complementares para geração de biomassa no modelo alvo. 

Para a implementação da integração com o NETGen, o COBRApy também foi 

o escolhido (14). A entrada (input) para os programas de análise é o arquivo no 

formato SBML. Descritos nas seções anteriores, o resultado (produto) da aplicação 

da metodologia de reconstrução executada é o modelo alvo em formato SBML (37). 

O SBML é o formato padrão do COBRApy, portanto, facilita a execução da avaliação 

preliminar da rede metabólica gerada implementada no NETGen. Na Figura 36 

observa-se como um código conciso permite analisar a reação de geração de 



  76 

biomassa do modelo, assim como os números de reações, metabólitos e genes 

mapeados na reconstrução (14). 

 

 

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

3.4 Base de Conhecimento da Pseudomonas aeruginosa CCBH4851 

Uma reconstrução de modelos de redes metabólicas não necessariamente 

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

se que o resultado do processo de reconstrução geralmente é um arquivo 

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

projetar uma base de dados para guardar as informações de todas reconstruções. 

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

CCBH4851. A intenção da construção de tal base é manter as informações mais 

recentes dos modelos da bactéria e partilhá-las com a comunidade cientifica.  
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Quando um modelo está em processo de construção pelo NETGen, a 

existência das reações do metabolismo é verificada no banco de dados. Em caso 

positivo, institui-se uma ligação com elas (relacionamentos). Caso contrário, a(s) 

reação(ões) é(são) inserida(s) e depois a ligação é feita. Essa arquitetura possibilita 

a geração de uma versão para cada modelo guardado na base de conhecimento, 

reutilizando todas as outras informações através de referências como reações, 

metabólitos e associações Gene-Proteína-Reação (GPR) (7). Esse tipo de 

abordagem aumenta o desempenho do sistema, pois a cada nova reconstrução 

executada, mais informações serão guardadas na base de conhecimento. 

Consequentemente, o tempo de processamento vai diminuir para novas 

reconstruções. 

 Além das informações dos modelos metabólicos, também são armazenados 

dados relacionados aos componentes do organismo alvo. As informações são: cepa; 

genoma, gene, proteínas, enzimas e links de referências para outras bases de 

dados. Outras informações projetadas e agregadas na base de conhecimento são os 

dados processados pelo CurSystem. Informações de “Desafios”, “Respostas”, 

“Comentários” e “Usuários” foram adicionadas. A base de conhecimento funciona 

com uma camada intermediária entre os dois sistemas (Figura 37). O NETGen 

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

 

 

Figura 37 – Arquitetura da interconexão entre os sistemas NETGen, CurSystem 
e a Base de Conhecimento da P. aeruginosa CCBH4851 

 

NETGen

CurSystem

Base de Conhecimento da 
Pseudomonas aeruginosa 

CCBH 4851
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A ligação 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 já descrito na seção 3.2, uma solução 

candidata à resolução do desafio, quando aprovada pelo responsável, pode validar, 

modificar ou inserir uma nova reação no modelo, compactuando com sua evolução. 
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Figura 38 - Modelo de Entidade e Relacionamento (ER) da Base de 
Conhecimento da Pseudomonas aeruginosa CCBH4851 
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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 está 

relacionado a diferentes etapas do processo de reconstrução da rede metabólica.  O 

primeiro conjunto é fruto da etapa de reconstrução automática da rede, obtida a 

partir de algumas execuções no sistema NETGen. Este modelo, chamado 

mCCBH4851_v1, não é capaz de gerar biomassa.  

Os demais resultados descrevem uma rede metabólica com geração de 

biomassa maior que zero, chamada de mCCBH4851_v2. Esta rede é produto das 

inferências feitas por especialistas a partir da utilização do sistema CurSystem para 

o aperfeiçoamento da mCCBH4851_v1. Para fins didáticos, ao final deste capítulo 

será apresentada uma relação de todas reações agrupadas dos subsistemas 

mCCBH4851_v1 e mCCBH4851_v2.  

4.1 Reconstrução Inicial 

Entre os modelos que poderiam ser utilizados como referências para a 

reconstrução inicial da rede metabólica do organismo estudado, havia três opções 

consolidadas. Em 2008, foi proposto um modelo (12) cujo objetivo consistiu em 

mapear o metabolismo básico da Pseudomonas aeruginosa PAO1 a fim de obter 

geração de biomassa. No ano de 2017, foi publicado um modelo estendido da P. 

aeruginosa PAO1 (6), cuja intenção foi mapear não apenas o metabolismo básico 

(geração de biomassa), mas também os mecanismos de resistência. Em paralelo ao 

modelo da PAO1 de 2017, os mesmos pesquisadores reconstruíram um modelo 

para a cepa PA14, contemplando seus fatores de virulência (6).  

Doravante, os modelos da P. aeruginosa PAO1 publicados em 2008 e 2017, 

serão abordados pelas suas respectivas identificações, mPAO1_v2008 (iMO1056), 

mPAO1_v2017 (iPAE1146). O modelo da P. aeruginosa PA14 também publicado em 

2017 será identificado como mP14 (iPAU1129). 

Na Tabela 2, observa-se uma comparação dos modelos descritos segundo 

seus números de genes, reações, metabólitos e biomassa. Note-se que os modelos 

mPAO1_V2017 e mPA14 apesar de referirem-se a cepas distintas, apresentam 

valores próximos 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 

metabólitos e geração de biomassa. Tal diferença se justifica em função da inclusão 

de novos genes e reações no mapeamento realizado na reconstrução em cada um 

dos modelos de 2017. 

 

 mPAO1_v2008 mPAO1_v2017 mPA14 

Nº. Genes 1054 1148 1132 

Nº. Reações 1110 1496 1495 

Nº. Metabólitos 879 1284 1286 

Biomassa2 1,047929 15,509635 15.508373 

 
Tabela 2 – Dados dos diferentes modelos reconstruídos da P. aeruginosa 

PAO1 (6,12). 
 

O modelo de referência para a reconstrução da rede metabólica da P. 

aeruginosa CCBH4851 realizada nesse trabalho foi o mPAO1_v2017 (6). O critério 

de escolha foi definido em função dos objetivos a serem alcançados e da quantidade 

de informações genéticas mapeadas nos modelos. O mPAO1_v2017 é uma 

atualização do mPAO1_v2008 que, além de mapear reações de metabólitos 

precursores de biomassa, adiciona genes para fatores de virulência e resistência a 

antibióticos, sendo, portanto, o modelo com mais informação genética disponível. 

No modelo mCCBH4851_v1, primeiro modelo de rede metabólica 

reconstruído pelo NETGen, obteve-se o mapeamento de 1446 reações, 1268 

metabólitos e 1139 genes (Tabela 3). Seu valor de geração de biomassa foi de 

0.0000 mmol/g DCW/h. Este resultado indicou que o modelo gerado não foi capaz 

de simular o fluxo básico de reações para produção dos metabólitos essenciais para 

duplicação da bactéria. 

 

 Genes Reações Metabólitos Biomassa 

mCCBH4851_v1 1139 1446 1268 0.00* 

*mmol/g DCW/h 

 
Tabela 3 – Dados mapeados da primeira rede metabólica reconstruída 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 números extraídos e calculados pelo sistema NETGen (Figura 40) foram 

validados no pacote COBRApy (14). O script de cálculo da geração de biomassa é 

exibido na Figura 36 e os resultados de saída deste script são mostrados na Figura 

39. 

 

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

 

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

reafirmando a igualdade de resultados apontados nas duas análises descritas.  

 

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

4.2 Gaps para geração de Biomassa e Curadoria Assistida 

Os resultados atingidos na etapa anterior permitiram a obtenção de um 

modelo de rede metabólica da P. aeruginosa CCBH4851 mais acurado, o 

mCCBH4851_2. Descrita na seção 1.3, a análise de lacunas da rede permite 

solucionar falhas no modelo gerado pelo NETGen, completando o ciclo de reações 
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que fazem parte do metabolismo básico (7). O Gapfilling do COBRApy foi utilizado 

para indicar quais reações não foram encontradas no modelo de referência 

(mPAO1_v2017), auxiliando na sinalização de quais reações seriam necessárias 

para o modelo mCCBH4851_v1 gerar biomassa. 

 Na Tabela 4 constam as reações que resultaram da análise de lacunas do 

COBRApy. Tais reações foram consideradas essenciais para que o modelo 

mCCBH4851_v1 pudesse simular a geração de biomassa.  

 

ID SBML Associação EC 

Number 

Nome Subsistema 

R_rxn02476 PA3164 2.5.1.19 3-phosphoshikimate 1-

carboxyvinyltransferase 

Biossíntese de 

fenilalanina, 

tirosina e 

triptofano 

R_rxn00695 - 2.7.7.27 glucose-1-phosphate 

adenylyltransferase 

Metabolismo 

de amido e 

sacarose 

R_rxn05468 - - O2 transport in via 

diffusion 

Transporte de 

Oxigênio 

R_ATPM - - pseudo-reação Demanda 

Energética 

 
Tabela 4 - Reações apontadas pela análise de lacunas no Modelo 

mCCBH4851_v1 
 

Para a segunda reconstrução da rede metabólica, utilizou-se o módulo de 

inferência de genes implementado e descrito na seção 3.1.1. Somente as reações 

indicadas pela análise de lacunas do COBRApy foram adicionadas manualmente na 

segunda reconstrução. 

O acréscimo de reações na primeira versão do modelo modificou 

positivamente a geração de biomassa, porém, o número de metabólitos permaneceu 

inalterado. Este fato indica que possivelmente novas rotas foram ajustadas para que 

o fluxo de metabólitos pudesse resultar na geração de biomassa (12). 

Os números obtidos no mapeamento foram: 1450 reações, 1268 metabólitos 

e 1139 genes. A simulação de geração de biomassa resultou em 12.470973 mmol/g 
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DCW/h. Este valor, quando convertido para taxa de duplicação, resulta em 

aproximados 3.33 minutos (0.055 horas). O relatório com o resultado encontra-se na 

Figura 41. 

 

 

Figura 41 - Relatório da segunda versão gerado do modelo. 
 

 Para fins de comprovação 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 saída que resultou da execução desse 

método pode ser visualizada na Figura 42. Observa-se que há uma coincidência 

(validação) entre os números descritos no relatório do NETGen enviado por e-mail e 

a saída do COBRApy. 

 

 

Figura 42 - Resultado do COBRApy utilizando o arquivo SBML da segunda 
versão do modelo (mCCBH4851_v2) 
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 O segundo modelo gerado da rede metabólica (mCCBH4851_v2) mostrou-se 

mais interessante se comparado ao primeiro. A simulação do modelo apontou um 

resultado de geração de biomassa acima de zero. A Tabela 5 expõe a diferença 

entre as duas reconstruções executadas no NETGen. A única diferença entre os 

dois modelos é de quatro reações, ou seja, as quatro reações inferidas 

manualmente por indicação da análise de lacunas. 

 

 Genes Reações Metabólitos Biomassa 

mCCBH4851_v1 1139 1446 1268 0.00* 

mCCBH4851_ v2 1139 1450 1268 12.470973* 

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

 

As quatro reações que foram incluídas por inferência no modelo estão em 

fase de análise por especialistas através do método de análise suportado pelo 

sistema WEB CurSystem. Cada reação foi exposta por desafios lançados no 

sistema, para que os pesquisadores possam discutir e reafirmar a existência destas 

reações no modelo. Com isto, espera-se eliminar as lacunas ocasionadas pela 

reconstrução automática. A seguir, na Figura 43, observa-se a imagem recortada da 

página de desafios do CurSystem com as reações descritas.  

 

 

Figura 43 - Reações apontadas na análise de gap cadastradas no CurSystem 
 

A reação com ID número 119, é um exemplo de reação que foi validada 

através do desafio respondido no sistema. O desafio encontra-se em fonte de cor 

verde, indicando que foi resolvido e a reação validada. Almeja-se que outras reações 

possam ser validadas e até mesmo incrementadas através do CurSystem conforme 

descrito na seção 3.2. 

O arquivo do modelo está disponível 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 estão disponíveis no portal. A princípio, não foi desenvolvida uma interface 

web para acesso aos dados. Foram criadas planilhas em Excel com todas as 

informações separadas por abas, seguindo a própria estruturação 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 reconstrução do modelo mPAO1_v2008 obteve o mapeamento de 1056 

genes, 883 reações e 760 metabólitos (12). A atualização que resultou no modelo 

mPAO1_v2017 (6) acrescentou 90 genes, 610 reações e 524 metabólitos. A 

reconstrução executada neste trabalho resultou em um modelo com poucas 

diferenças em relação ao modelo de referência. O mCCBH4851_v2 alcançou os 

seguintes números no mapeamento: 1139 genes, 1450 reações e 1268 metabólitos 

e 576 EC numbers. A Tabela 6 apresenta a comparação dos dados mapeados de 

todos os modelos descritos. 

 

 Genes Reações Metabólitos EC 

numbers 

Biomassa 

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). 
 

http://pseudomonas.procc.fiocruz.br/index.php/data/ccbh4851-metabolic-network/download/6-metabolic-network-data/22-knowledge-base
http://pseudomonas.procc.fiocruz.br/index.php/data/ccbh4851-metabolic-network/download/6-metabolic-network-data/22-knowledge-base
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4.4 Reações mapeadas e agrupadas por subsistema 

A maior parte das reações mapeadas foi identificada dentro do subsistema a 

qual pertence. Apenas doze reações tiveram seu subsistema desconhecido. Na 

Tabela 7 consta a lista de reações dividas por subsistemas. 

 

Subsistema 
Nº de 

Reações 

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 3 

biotin metabolism 5 

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 4 

oxidative phosphorylation 19 

pentose phosphate pathway 20 

ascorbate and aldarate metabolism 1 

valine, leucine and isoleucine biosynthesis 8 

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 1 

propanoate metabolism 9 

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 7 

fatty acid metabolism 40 

folate biosynthesis 14 

citrate cycle (tca cycle) 15 

transport 223 

lysine biosynthesis 11 

riboflavin metabolism 8 

phenazine biosynthesis 8 

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 - Relação de reações mapeadas por subsistema do modelo 

mCCBH4851_v2 
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As reações que não tiveram seu subsistema identificado foram relacionadas 

na Tabela 8. Essas reações também foram incluídas como desafios no CurSystem 

para identificação por parte dos pesquisadores na curadoria da rede. 

 

Reações com subsistema desconhecido Status (CurSystem) 

R_rxn02831 Em avaliação 

R_rxn12206 Em avaliação 

R_rxn04093 Em avaliação 

R_rxn06216 Em avaliação 

R_rxn00006 Em avaliação 

R_rxn00206 Em avaliação 

R_rxn13819 Em avaliação 

R_rxn13810 Em avaliação 

R_rxn06831 Em avaliação 

R_rxn02875 Em avaliação 

R_rxn05064 Em avaliação 

R_ATPM Avaliada 

 
Tabela 8 - Relação de reações com subsistema desconhecido 
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5 DISCUSSÃO 

Esquematicamente, os resultados obtidos foram divididos em duas seções em 

razão de suas naturezas bastante distintas. A metodologia desenvolvida é 

considerada um resultado para a ciência computacional e será discutida na seção 

5.1, analisando a implementação dos softwares e seus desempenhos ao processar 

as informações. Separadamente, na seção 5.2 serão discutidas as informações 

acerca da versão atual do modelo da rede metabólica da Pseudomonas aeruginosa 

CCBH4851. 

5.1 Aspectos Computacionais 

O primeiro aspecto a ser destacado refere-se à aplicabilidade da metodologia 

que foi empregada neste trabalho.  Ambos sistemas adotados como ferramentas 

para a aplicação da metodologia foram estruturados para servirem a um amplo 

espectro de utilização. O NETGen destina-se a reconstruções de diferentes 

organismos e o CurSystem pode ser empregado em diferentes projetos que 

envolvem refinamento de informações de forma descentralizada por várias pessoas. 

O sistema NETGen foi desenvolvido para dar suporte a reconstruções de 

modelos de redes metabólicas de qualquer tipo de organismo. O sistema não se 

restringe a cepas de Pseudomonas aeruginosa, sequer a bactérias. Os dois 

requisitos básicos impostos pela metodologia são as entradas de arquivos digitais 

que representem o organismo alvo e o organismo referência. Como descrito na 

seção 3.1.1, tais entradas do NETGen são obrigatórias. A primeira é a anotação no 

formato digital GBK, a segunda é um arquivo em formato digital do tipo SBML 

(37,52). 

O sistema CurSystem também teve sua importância e generalidade de 

utilização confirmada. O sistema não está sendo utilizado somente para a curadoria 

da rede metabólica reconstruída neste trabalho pelo NETGen, mas também em 

outros projetos que necessitam de interlocuções entre pesquisadores. Como 

exemplo, menciona-se o projeto que está sendo desenvolvido pelo grupo de 

modelagem do IOC/Fiocruz que está trabalhando na modelagem da Rede 

Regulação Gênica da Pseudomonas aeruginosa CCBH4851. A Figura 44 mostra 

detalhes de desafios que foram criados e solucionados para este projeto.  
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Figura 44 - Desafios cadastrados para a Modelagem da Rede de Regulação 
Gênica da P. aeruginosa CCBH8451 

 

5.1.1 Desempenho de processamento e Importância da base de conhecimento 

O processamento executado pelo NETGen foi medido através de 

armazenamento de log (histórico) de dados, processo no qual registram-se os 

processamentos relevantes em um sistema computacional. Para a realização deste 

procedimento, delimitam-se dois marcos temporais, um no início e outro ao final da 

execução de todas as rotinas de uma reconstrução. Essas informações registradas 

em formato com data e hora são enviadas por e-mail para o usuário solicitante, 

juntamente com os dados da reconstrução. 

 A execução de uma reconstrução pôde ser classificada segundo duas 

tendências (vertentes) de desempenho. A reconstrução do organismo alvo pela 

primeira vez no sistema apresentou processamento completo das etapas mais 

demorado. Comparativamente, depois da primeira execução, todas as outras 

procederam de maneira mais rápida.  

A reconstrução de um organismo alvo em relação ao qual se tem pouca ou 

nenhuma informação na base de conhecimento leva em média duas horas. Isto foi 

verdadeiro também para a reconstrução do modelo mCCBH4851_v1, tal como pode 

ser observado na Figura 45.  
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Figura 45 - Resultado de execução de uma reconstrução com pouca ou 
nenhuma informação na Base de Conhecimento 

 

Este tempo de processamento elevado se justifica devido à ausência de qualquer 

tipo de informação do modelo na base de conhecimento. Graças à indisponibilidade 

de dados, o sistema opera buscas externas na base de conhecimento do KEGG. 

Cada reação mapeada inclusa no modelo pelo módulo do NETGen requereu a 

utilização do serviço web da plataforma para buscar informações adicionais de 

enzimas (26). Graças ao reaproveitamento dos registros da base possibilitado pela 

estrutura de versionamento desenvolvida no sistema, as reconstruções seguintes 

acontecem em tempo consideravelmente menor. Isto se confirma também nas 

reconstruções posteriores executadas para a P. aeruginosa CCBH4851. O modelo 

mCCBH4851_v2 levou em torno de um minuto para ser gerado, pois a maioria das 

informações sobre suas reações já estavam registradas na base de conhecimento 

gerada pela reconstrução anterior. Trata-se de um sistema de retroalimentação: 

cada nova reconstrução gera o armazenamento de informações que são 

reaproveitadas posteriormente por novas reconstruções, diminuindo a necessidade 

de buscas adicionais em plataformas externas. O resultado pode ser conferido na 

Figura 46.  
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Figura 46 - Resultado de execução de uma reconstrução com a maioria das 
informações contidas na Base de Conhecimento 

 

A criação de uma base de conhecimento própria para as reconstruções 

executadas pelo NETGen tinha como o propósito inicial a gênese de um repositório 

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 criação desta base se mostrou primordial para o bom desempenho das 

várias execuções realizadas a fim de obter o melhor modelo da bactéria. Do ponto 

de vista computacional, tais diferenças de desempenho são importantes e apontam 

para a relevância da criação da base de conhecimento. 

5.2 Aspectos do Modelo Biológico da P. aeruginosa CCBH4851 

Esta seção aborda aspectos relevantes acerca do modelo, informações que 

influenciaram diretamente na reconstrução e as dificuldades impostas por todas as 

reconstruções metabólica abordadas neste trabalho (6,12,36). 

Em relação às reconstruções metabólicas empreendidas pelos trabalhos 

realizados em 2008 e 2017 (6,7,12,36) este trabalho representa uma reconstrução 

inicial (draft), uma vez que necessitou delimitar um recorte nas etapas do protocolo 

T&P em função dos prazos impostos pela realização de uma pós-graduação. 
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Comparativamente, os demais trabalhos citados puderam executar mais etapas do 

protocolo T&P (7), tendo como consequência a obtenção de resultados mais 

abrangentes do que os aqui apresentados. O exíguo tempo de trabalho impôs limites 

à implementação de todas as etapas do protocolo T&P, obrigando a formular uma 

adaptação do mesmo, por essa razão, pode-se afirmar que a elaboração da 

metodologia empregada neste trabalho foi fundamental para o sucesso da 

reconstrução do modelo da P. aeruginosa CCBH4851. Atualmente, o modelo 

encontra-se em fase de curadoria, mas através da aplicação do método atingiu-se 

uma versão que simula a geração de biomassa maior que zero, atendendo aos 

objetivos deste trabalho. Isto só foi possível porque toda informação contida no 

modelo representa fortemente as relações Gene-Proteína-Reação caracterizadas 

pelo genoma. 

5.2.1 Sobre a escolha do Modelo de Referência mPAO1_v2017 

A modelagem metabólica é área emergente, embora já possua muitas 

informações disponíveis. Entretanto, nem sempre tais informações são de fácil 

análise e validação (7,15,28). Os modelos disponíveis para serem utilizados como 

referências não seguem um padrão de nomenclaturas para suas reações e 

metabólitos (6,12,36). O modelo publicado em 2008 (12) e os de 2017 (6) estão 

disponíveis no mesmo formato, porém em diferentes versões: o SBML level 3 (57) e 

SBML level 2 (58), respectivamente. Há ainda um modelo publicado em 2015 (36), 

disponível apenas em formato proprietário do MATLAB (31).  

O modelo mPAO1_2017 apresenta algumas características interessantes, 

dentre elas destacam-se a escolha da cepa, o número de informações geradas 

comparativamente a outros modelos e a validação de seus dados pela comunidade 

científica. 

A cepa PAO1 é a mais amplamente utilizada pela comunidade científica 

quando se trata de estudos de modelagem e reconstrução metabólica da P. 

aeruginosa (6). É não apenas a cepa que abrange mais versões de modelos 

metabólicos disponíveis em bases de dados científicos, como também aquela cujos 

modelos ensejaram a publicação de análises posteriores. Por esses motivos, 

considera-se que a Pseudomonas aeruginosa PAO1 possui modelos sólidos 

(curados e validados) (6,12,36). Assim, ainda que não exista um padrão de 

representação dos modelos e formato de arquivos os dados disponíveis são 
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considerados confiáveis, o que facilita o reaproveitamento para outras reconstruções 

de redes metabólicas (9).  

Diante desse cenário e dificuldades apresentadas, como referência para este 

trabalho optou-se pela adoção do modelo mais atual dessa cepa, publicado em 2017 

por Bartell et al (6). Além disso, acresce-se o fato de que a versão publicada em 

2017 é a que tem a maior quantidade de informações mapeadas em um modelo de 

Pseudomonas aeruginosa PAO1 (6), com o maior número de genes, proteínas, 

reações, e EC Numbers mapeados. As diferenças podem ser visualizadas na Figura 

47. 

 

 

Figura 47 – Dados comparativos das diferentes reconstruções da P. 
aeruginosa PAO1 (iMO1056/2008, iMO1086/2015 e mPAO1/2017) retirado de (6). 
 

5.2.2 Reações de Biomassa (pseudo-reações) 

A reação de biomassa é a principal reação de um modelo metabólico (seção 

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

reformulação de reações presentes no modelo da reconstrução metabólica da E. coli 

(16). A criação de uma equação de biomassa para um organismo demanda muitos 

experimentos biológicos e tempo, sendo por isso muito custosa financeiramente 

(19,22). A formulação da pseudo-reação de biomassa depende do conhecimento da 
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composição celular e dos requisitos básicos de energia para que a célula consiga 

gerar o conteúdo da biomassa a partir dos seus metabólitos precursores (22). 

Em função das dificuldades impostas na elaboração e formulação de pseudo-

reação de biomassa própria para a P. aeruginosa CCBH4851, fez-se necessário 

buscar uma estratégia para a inclusão de uma reação no modelo. Devido ao alto 

grau de homologia entre as cepas, considerou-se que seria possível seguir o mesmo 

paradigma utilizados nas demais reconstruções (6,12,36). Assim, para a 

reconstrução da P. aeruginosa CCBH4851 (mCCBH4851_v2) importou-se uma das 

reações disponíveis no modelo mPAO1_v2017 (6). Para a escolha da reação, 

executou-se a análise FBA testando cada uma das pseudo-reações disponíveis no 

modelo publicado em Bartell et al (6). Somente a reação denominada 

“R_PAO1_Biomass” funcionou. Ao integrá-la ao mapa metabólico da P. aeruginosa 

CCBH4851 e reconstruir rede, a análise de balanço de fluxo do modelo 

mCCBH4851_v2 apresentou o fluxo de biomassa maior que zero. 

O fluxo de biomassa apontado pelo modelo mCCBH4851_v2 não representa 

uma realidade obtida em experimentos in vitro da bactéria. Entretanto, o modelo 

resultante atende ao objetivo inicial do projeto. Uma reconstrução é considerada 

suficiente quando minimamente é capaz de representar as vias metabólicas que 

possibilitam a geração de biomassa positiva (15). Ao avaliar as publicações da 

própria P. aeruginosa PAO1, observa-se que a taxa de biomassa gerada é variável 

(6,12,36). O CCBH4851_v2 gera uma taxa acima da versão do modelo 2008. 

Entretanto, em relação ao modelo aprimorado da versão 2017 (6), houve uma 

redução do valor. A expectativa é que no decorrer da curadoria da rede, o modelo 

seja refinado ao ponto de gerar uma taxa de biomassa compatível aos experimentos 

in vitro (59). 

5.2.3 Exemplo de análise com o Modelo mCCBH4851_v2 

Uma análise de uso do modelo reconstruído (mCCBH4851_v2), foi realizada 

através do sistema web FindTargetsWeb (9). O sistema parte de um modelo 

metabólico que tenha a taxa de crescimento acima de zero e efetua uma busca de 

possíveis alvos terapêuticos. Como se pode confirmar na Figura 48, o modelo 

submetido é aceito como válido pelo sistema, o que comprova que sua geração de 

biomassa é positiva. 
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Figura 48 - Análise executada no FindTargetsWeb a partir do modelo 
reconstruído mCCBH4851_v2 (9) 

 

Após se concluir a execução da análise do sistema, é enviado um e-mail com 

as indicações de alvos terapêuticos listadas em uma planilha em anexo. O e-mail 

exprime o resultado em formato de relatório, como se pode observar na Figura 49. A 

saída mais detalhada do resultado pode ser vista no apêndice E. 
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Figura 49 - E-mail de resultado do processamento da análise do 
FindTargetsWeb através do modelo de rede metabólica mCCBH4851_v2 

 

5.2.4 Validação de reações inferidas e dificuldades encontradas 

A reconstrução de redes metabólicas é uma área de conhecimento 

multidisciplinar. Este fato tanto impõe restrições (15) que dificultaram a apuração de 

respostas para refinamento do modelo mCCBH4851_v2, quanto expande as 

possibilidades de pesquisa. Atualmente, empenha-se para confirmar a existência 

das quatro reações (Tabela 4) inferidas manualmente no modelo. Tais reações 

foram: “R_rxn02476”, “R_rxn00695”, “R_rxn05468” e “R_ATPM”. A validação destas 

reações exige que se as considere em separado, avaliando-as caso a caso.  

A primeira reação analisada foi a “R_ATPM”, descrita como reação de 

demanda energética (pseudo-reação). Para validar essa reação foi necessário 

proceder a uma revisão de literatura e busca de informações nos modelos 

reconstruídos para a cepa de Pseudomonas aeruginosa PAO1 (6,12,36). Os dados 

da reação constam na Tabela 9. 

 

Modelo Equação Subsistema ID no modelo 

mPAO1_v2008 [c] : atp + h2o --> adp + h + 

pi 

Demanda de energia 

externa 

ATPM 

mPAO1_v2015 [c] : atp + h2o --> adp + h + Demanda de energia ATPM 
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pi externa 

mPAO1_v2017 H2O + ATP  -> H+ + ADP + 

Phosphate 

- ATPM 

PA14 H2O + ATP  -> H+ + ADP + 

Phosphate 

- ATPM 

 
Tabela 9 - Diferentes modelos que contém a reação de demanda energética 

"R_ATPM" 
 

Todos os quatro modelos analisados têm a reação catalogada, mas somente 

as versões publicadas em 2008 e 2015 contêm dados sobre sua existência. Nos 

mapas metabólicos, a reação foi definida como demanda externa de ATP (6,12, 36). 

Trata-se, na verdade, de uma pseudo-reação criada para suprir a demanda de ATP. 

Nos modelos publicados em 2017 (mPAO1_v2017 e PA14) não há referência a 

bases de dados externas. Entretanto, essa pseudo-reação encontra-se catalogada 

em modelos mais antigos sob o EC number 3.6.1.15 (12,36). Então, por 

comprovação de literatura (25), a reação “R_ATPM” foi validada para o modelo 

reconstruído (mCCBH4851_v2) neste trabalho. Essa discussão também pode ser 

vista no sistema CurSystem, inserida no desafio correspondente a esta reação. 

Outra reação analisada de maneira semelhante foi a reação denominada 

“R_rxn05468” (O2 transport in via diffusion). Esta reação permite o transporte de 

oxigênio do meio externo para dentro da célula. Todos os modelos revisados 

(6,12,36) possuem a reação. A revisão de literatura justifica sua inclusão em 

modelos que representem um organismo que necessita de oxigênio em seu 

metabolismo. 

A reação cujo ID é “R_rxn00695” (glucose-1-phosphate adenylyltransferase) 

ainda se encontra em processo de validação. Sua permanência no modelo também 

deve ser justificada em função da literatura e dos dados existentes em modelos 

publicados (25). Por análise de ortologia, observa-se que possivelmente há um gene 

associado à esta reação no genoma da P. aeruginosa CCBH4851. O gene tem o ID 

NP_250713.1 e foi anotado com o EC number número 2.7.7.9.  A enzima UTP-

glucose-1-phosphate uridylyltransferase, expressa por este gene, contém a 

diferença de uma molécula de UDP em vez de ATP na equação da reação. A Figura 

50 mostra um recorte da anotação do genoma com os dados completos do gene. 
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Figura 50 - Dados completos do gene com ID NP_250713.1 da última versão do 
genoma da P. aeruginosa CCBH4851 

 

A busca por ortólogos mostrou um alto grau de similaridade com o gene 

ARU36339.1 (Caur_2523) do genoma da bactéria Chloroflexus aurantiacus (KEGG 

ID: T00639) (25). O resultado da análise pode ser visto na Figura 51.  

 

 

 

Figura 51 - Resultado da análise de Ortologia via BLASTp para o gene 
NP_250713.1 do genoma da P. aeruginosa CCBH4851 
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Então, 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 proteína codificada. O banco de dados apontou para a enzima 

glucose-1-phosphate adenylyltransferase com o EC number número 2.7.7.27, a 

mesma identificação da reação inferida manualmente na segunda versão do modelo 

mCCBH4851_v2. Estas análises apontam para informações convergentes, 

indicando que possivelmente o gene NP_250713.1 representa a reação 

R_rxn00695. Porém, ainda que estas conclusões sejam plausíveis, não se pode 

afirmá-las de maneira contundente sem que haja validação de um especialista em 

bioquímica. 

A reação com ID “R_rxn02476”, denominada 3-phosphoshikimate 1-

carboxyvinyltransferase (Biossíntese de fenilalanina, tirosina e triptofano) está no 

pipeline de curadoria do modelo, com sua análise prevista para iniciar em breve. Os 

processos de curadoria descritos acima expõem como a resolução dos problemas 

(gaps) do modelo metabólico demanda tempo e rigor analítico. É um processo 

laborioso, que pode despender alguns anos para solucionar todas as inconsistências 

de dados. Apesar disso, as soluções para o modelo estão progredindo. 

https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?cau:Caur_2523
https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?cau:Caur_2523
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6 CONCLUSÕES 

A interdisciplinaridade inerente à execução deste trabalho elevou o grau de 

dificuldade de cobrir todos aspectos envolvidos na modelagem de redes metabólicas 

em escala genômica. Este tipo de pesquisa é uma proposta relativamente nova para 

o estudo sistêmico celular (15). O nível de dificuldade pode ser depreendido pela 

necessidade de utilização de diferentes ferramentas computacionais, pela falta de 

padronização das bases de dados, das diversas tecnologias envolvidas e até das 

maneiras de representar as informações acerca da área. Contudo, julga-se que o 

trabalho produziu conhecimento relevante no âmbito da Biologia Computacional, 

produzindo resultados que podem contribuir para o desenvolvimento da área. Outro 

aspecto importante a ser destacado é o potencial do trabalho a ser explorado 

futuramente, com possibilidade de evolução do método e das ferramentas 

desenvolvidas, e, principalmente, do modelo de rede metabólica gerado. 

O método de reconstrução proporcionou o acompanhamento e aprendizado 

consistente de todo o processo de reconstrução em escala genômica. O trabalho 

produziu um modelo de rede metabólica inexistente para um microrganismo e 

também a metodologia que subsidiou a reconstrução do modelo. Esta metodologia 

envolve dois sistemas web completos e podem ser considerados também como 

produtos para a comunidade científica. Os sistemas estão em pleno funcionamento 

e pesquisadores que os utilizam estão enviando sugestões de melhorias a serem 

avaliadas e implantadas posteriormente. Algumas contribuições de melhorias 

recebidas podem ser citadas, tais como: 1) a expansão do NETGen para busca em 

outras bases de dados, 2) a execução de reconstruções com adoção de mais de um 

modelo de referência e 3) permissão para recebimento de mais de um formato de 

arquivo de entrada e saída. Para o CurSystem, há também melhorias previstas, tais 

como a apresentação de alterações da rede através de representações gráficas, o 

armazenamento do modelo em banco de dados não relacional, como o NoSQL, 

entre outras melhorias de interface já sinalizadas. 

O modelo resultante confirmou que é possível reconstruir uma rede 

metabólica a partir de um subconjunto de dados de outros modelos metabólicos. Ou 

seja, a partir da metodologia realizada e de um modelo de referência, foi possível 

executar uma reconstrução em escala genômica. No processo de curadoria, há 

expectativa de que o modelo seja incrementado e cada vez mais aperfeiçoado. Cabe 
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ressaltar que o modelo mCCBH4851_v2 foi considerado final do ponto de vista da 

execução deste trabalho. Porém, na verdade, representa apenas mais um passo 

dado em um longo caminho a ser percorrido a fim de que se obtenham 

reconstruções cada vez mais acuradas em relação ao organismo vivo.  
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APÊNDICES E/OU ANEXOS 

Nesta seção disponibilizamos matérias adicionais e informações consideradas 

importantes, e que complementam este trabalho. Na Apêndice A expomos as 

equações de biomassas do modelo de referência e o do novo modelo criado. No 

Apêndice B disponibilizamos os links para download do código fonte dos Sistemas 

WEB desenvolvidos, pois são mais de 9.000 linhas de códigos para cada um. Seria 

inviável colocar o código na íntegra nesta seção. No Apêndice C, colocamos a 

referência para download do manual do CurSystem, pois foi feito para usuários de 

outros projetos utilizarem o sistema. E por último, o Apêndice D, na qual, incluímos 

algumas análises feitas com a segunda versão do modelo da rede gerado 

(mCCBH4851_v2). 
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7.1 Apêndice A – Equação de Biomassa 

A reação de biomassa utilizada para a reconstrução da rede metabólica da P. 

aeruginosa CCBH4851 foi importada do modelo da P. aeruginosa PAO1 versão 

2017 (iPAE1146). O modelo tinha quatro reações disponíveis, nomeados 

respectivamente de “R_PAO1_Biomass”, “R_PA_Biomass_v13ub”, 

“R_PA_Biomass_v13” e “R_PA_Biomass_v4”. A reação de biomassa escolhida foi a 

“P_PAO1_Biomass”. 

 

Equação da reação de biomassa utilizada como referência para 

reconstrução dos modelos mCCBH4851 e mCCBH4851_v2: 

PAO1_Biomass: 0.0001 cJB00125_c + 0.0013602 cPY00124_c + 0.0030243 

cPY00129_c + 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_c + 0.0001 cpd00028_c + 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_c + 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_c + 0.098535 cpd00132_c + 2.5e-05 

cpd00155_c + 0.25796 cpd00156_c + 0.15587 cpd00161_c + 0.03128 cpd00206_c + 

0.016114 cpd00294_c + 0.03128 cpd00296_c + 0.016114 cpd00298_c + 0.15571 

cpd00322_c + 0.0078591 cpd15428_c + 0.0041649 cpd15429_c + 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_c + 0.00042166 cpd15540_c + 0.011557 cpd15541_c + 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 Apêndice B – Código fonte dos sistemas 

Ao logo de todo o ciclo de desenvolvimento dos dois Sistemas WEB foi 

necessário trabalhar com a plataforma Bitbucket. A plataforma disponibiliza serviços 

de repositórios de projetos de software, bem como, um sistema de controle de 

versionamento de código. O Bitbucket suporta os sistemas Git e Mercurial, e no 

contexto deste trabalho, escolheu-se o Git. Tanto o NETGen, como o CurSystem 

estão disponíveis para download. Abaixo segue os links para clonagem através do 

sistema Git (66,67). 

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

 

CurSystem: git clone https://gianninimail@bitbucket.org/gianninimail/cursystem.git. 

 

https://gianninimail@bitbucket.org/gianninimail/netgen.git
https://gianninimail@bitbucket.org/gianninimail/cursystem.git
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7.3 Apêndice C - Manual do CurSystem 

No processo de implantação do sistema CurSystem, obteve-se a solicitação 

de outros projetos para utilização do Sistema de Curadoria Assistida. Foi necessário 

a elaboração de um material didático para auxiliar os pesquisadores, diante da 

necessidade, construiu-se um manual do sistema, que se encontra disponível para 

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

Manual do CurSystem 

 

 

 

 

http://pseudomonas.procc.fiocruz.br/images/Tutorial.pdf
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7.4 Apêndice D - Análise Complementar da Rede Metabólica mCCBH4851_v2 

Para complementar a análise preliminar realizada pelo próprio NETGen e 

levantar mais informações biológicas acerca da segunda versão do modelo, o 

modelo foi submetido a outros métodos de análise da ferramenta COBRApy.  

A primeira análise realizada foi o cálculo do meio mínimo mantendo todas 

reações de uptake mapeadas do modelo mPAO1_v2017 para simulação de geração 

de biomassa atual no modelo mCCBH4851_v2 (14). O resultado da execução da 

análise indicativa é mostrado na Figura 52. Pode-se observar a simulação do meio 

de crescimento mapeado pela reconstrução e a lista de reações e seus fluxos 

mínimos para o valor atual dado pelo modelo. 

 

 

Figura 52 - Resultados obtidos no COBRApy através de análise de meio 
mínimo do modelo mCCBH4851_v2  

 



  117 

No intuito de validar o resultado da simulação do COBRApy, todas as reações 

de uptake que NÃO estão na relação foram retiradas do modelo, em seguida, 

executou-se uma nova simulação de geração de biomassa, deixando somente as 

reações 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_ Hidrogênio 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-Cisteína 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_ Oxigênio 20.000000 

EX_cpd00064_LPAREN_e_RPAREN_ Ortinina 10.000000 

 
Tabela 10 - Reações de uptake e fluxos mínimos para geração de Biomassa no 

valor de 12.470970 mmol/g DCW/h indicadas na análise de meio mínimo 
 



  118 

O resultado da simulação não mostrou variação, o valor original de biomassa 

foi mantido. É possível comparar na Figura 53, os valores das reações de uptake 

são alterados e o valor gerado de biomassa é mantido, fato que valida a simulação 

do modelo extraída pela ferramenta. 

 

 

Figura 53 – Resultado da nova Simulação do modelo utilizando somente 
reações de uptake indicadas pelo COBRApy 

 

Uma segunda análise foi proposta, simular quais seriam os metabólitos e 

seus fluxos necessários para o modelo gerar um valor de biomassa determinado 

manualmente. Neste tipo de análise, o valor de biomassa é fixado, e a ferramenta 

ajusta as reações existentes do modelo para que o valor de biomassa resultante 

seja atendido (14). 
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A simulação do segundo cenário foi motivada pelo questionamento de quais 

metabólitos seriam necessários para que a simulação 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 análise pode ser visualizado pela imagem da tela capturada e 

exposta pela Figura 54. O COBRApy indicou que somente as quatro reações de 

uptake existentes no modelo seriam necessárias para gerar o valor de biomassa 

fixado para a simulação. 

 

 

Figura 54 – Resultado da análise e cálculo do Meio Mínimo do modelo 
mCCBH4851_v2 para gerar o valor de biomassa 1.04 mmol/g DCW/h 
 

Novamente, prosseguiu-se com a intenção de validar a análise indicada pelo 

COBRApy, portanto, submeteu-se o modelo mCCBH4851_v2 a uma nova simulação 

de geração de biomassa utilizando somente as reações de uptake indicadas. As 

reações utilizadas para esta simulação estão 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_ Oxigênio 0.008786 

EX_cpd00064_LPAREN_e_RPAREN_ Ortinina 10.000000 

 
Tabela 11 – Lista de reações indicadas pelo COBRApy e utilizadas na 

simulação de geração de biomassa no valor de 1.04 mmol/g DCW/h para meio 
mínimo com restrições  
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A simulação afirmou a lista de reações de uptake indicadas pelo COBRApy, o 

valor de biomassa gerado foi igual ao valor dado como entrada como parâmetro 

para cálculo do meio mínimo estrito. A saída do resultado do script pode ser 

confirmada pela Figura 55. 

. 

 

 

Figura 55 – Simulação de geração de biomassa no meio mínimo estrito 
utilizando somente as reações indicadas pelo COBRApy. 

 

A terceira e última análise feita para o modelo mCCBH4851_v2 foi com o 

objetivo de verificar possíveis loops na rede. E ainda retirar fluxos cíclicos de 

metabólicos que podem estar causando alguma interferência na geração de 
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biomassa (14). Para isso, utilizou-se uma análise chamada de loopless do 

COBRApy. Este método faz uma varredura e elimina os loops encontrados, em 

seguida, executa a simulação de geração de biomassa (14). 

A análise obteve como resultado o valor de biomassa gerado idêntico ao valor 

original, se pode observar o resultado na Figura 56. Apesar da eliminação de alguns 

ciclos no fluxo de geração de biomassa, demonstrado no gráfico da Figura 57, os 

valores de biomassa são equivalentes, confirmando que o modelo não tem nenhuma 

interferência cíclica no resultado final no valor de biomassa.  

 

 

Figura 56 - Resultado da biomassa gerada pela análise loopless da Rede da P. 
aeruginosa CCBH4851 – mCCBH4851_v2 
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Figura 57 - Gráfico de Dispersão entre os dois fluxos de biomassa do modelo 
da P. aeruginosa CCBH4851 

 

Conforme descrito nas publicações dos modelos da Pseudomonas aeruginosa em 

2008 e 2017 (mPAO1_v2008, mPAO1_v2017 e mPA14), um modelo de rede 

metabólica traz inúmeras possibilidades de simulações, com diferentes resultados e 

análises (6,12). No caso deste trabalho buscou-se somente uma reconstrução de 

modelo metabólico inicial da P. aeruginosa CCBH4851, o principal objetivo era 

reconstruir um modelo que simule a geração de biomassa. Esse modelo existe, é o 

modelo mCCBH4851_v2. Com a evolução da curadoria espera-se que se consiga 

executar várias outras análises, como por exemplo a busca de alvos terapêuticos 

descritos por Merigueti (9). 
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7.5 Apêndice E – Saída da análise do modelo mCCBH4851_v2 feita no 

FindTargetsWeb 

 

Figura 58 - Lista de inibidores indicados pela análise do modelo da rede 
metabólica da P. aeruginosa CCBH4851 feita pelo FindTargetsWeb (9). 




