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RESUMO

Nas Ultimas décadas, reconstrucbes e aplicagbes de modelos
metabolicos em escala gendmica influenciaram fortemente o campo da
biologia de sistemas, com base em uma combinacdo de informacdes
sobre a sequéncia gendmica e informagdes bioquimicas, proporcionando
uma plataforma sobre a qual a analise computacional de uma rede
metabllica pode ser realizada. A bactéria Gram-negativa
Gluconacetobacter tem sido extensivamente usada para a sintese de
celulose. Recentemente a sequéncia do genoma da bactéria
Gluconacetobacter hansenii ATCC 23769 (GenBank: CMO000920 e
taxonomia ID: 714995), se tornou disponivel em bancos de dados,
permitindo os estudos deste organismo e sua producdo de celulose
bacteriana. Dentre os campos de aplicagdes da celulose bacteriana, esta
o0 da medicina como curativo de feridas, material de pele artificial entre
outras aplicacGes. Para uma visdo global das capacidades da G. hansenii
é fundamental a construgdo de um modelo metabélico. O conhecimento
sobre a via metabdlica de um organismo permite a compreensdo da
fisiologia celular e regulacdo de seu metabolismo, sendo a quantificagéo
de fluxos metabolicos um importante objetivo, principalmente no que
diz respeito a obtencdo de produtos Uteis comercialmente ou
cientificamente. A abordagem da reconstrucdo e analise baseada em
restricBes tem sido utilizada para analisar e construir in silico
reconstrucOes da rede metabdlica. Neste trabalho a rede foi reconstruida
a partir da sequéncia genémica anotada deste organismo usando o
software Pathway Tools para gerar uma rede preliminar. Além disso, um
recurso para a geracdo e analise de modelos metabdlicas em escala
gendmica, chamado Modelo SEED foi usado criando um banco de
dados do organismo. O passo seguinte foi a etapa de cura manual
baseada numa combinacdo de informacdes gendmicas, bioquimicas e
fisioldgicas em diversos bancos de dados e literatura. O objetivo foi
reconstruir a rede com as principais vias e reacGes para a producdo da
celulose. Foi utilizado o software MATLAB® utilizando as funcdes
disponiveis no COBRA toolbox. Além disso, um conjunto de
ferramentas de biologia de sistemas computacionais, desenvolvido pelo
nosso grupo chamado GEnSys (Genomic Engineering System), foi
aplicado a rede. O GEnSys compreende varios médulos que permitem a
analise e simulacdo de redes bioquimicas, tais como ABF (analise de



balanco de fluxo) e AFM (andlise de fluxo metabdlico). Usando o
modelo matematico em conjunto com o0s métodos baseados em
restricdo, foram simulados os fluxos metabdlicos, mimetizando trés
diferentes condicbes ambientais para compreender os efeitos de
producdo de celulose, crescimento bacteriano e a distribuicdo dos fluxos
na rede variando as fontes de carbonos: glicose, glicerol e manitol. As
modificaces no protocolo desenvolvido para reconstru¢des metabolicas
permitiram a construcao do primeiro modelo core da G. hansenii.

Palavras Chave: Gluconacetobacter hansenii ATCC 23769;
reconstrucdo da rede; analise baseada em restri¢Ges; celulose



ABSTRACT

Systems Biology of the Bacterial Cellulose Production by the
Metabolic Reconstruction of Gluconacetobacter hansenii

In the last decade, reconstruction and applications of genome-scale
metabolic network have strongly influenced the field of systems
biology, based on a combination of genome sequence information and
detailed biochemical information, providing a platform on which high
throughput computational analysis of metabolic network can be
accomplished. The Gram-negative bacterium Gluconacetobacter has
been extensively used for cellulose synthesis. Recently
Gluconacetobacter hansenii ATCC 23769 genome sequence has
become available (GenBank number: CM000920 and taxonomy ID:
714995), allowing studies of this organism and its production of
bacterial cellulose. Among the application fields of bacterial cellulose is
the medicine, used as wound dressing, artificial skin material and other
applications. For a global understanding of the capabilities of G.
hansenii it is essential the construction of a metabolic model. The
knowledge about the metabolic pathway of an organism allows the
understanding of cellular physiology and regulation of metabolism,
which the quantification of metabolic fluxes is an important objective,
especially with regard to obtaining commercially or scientifically useful
products. The constraint-based reconstruction and analysis approach has
been used to analyze and build in silico metabolic network
reconstructions. In this work, the network was reconstructed from the
annotated genomic sequence of this organism using Pathway Tools
software to generate a preliminary network. Also a resource for
generation and analysis of genome-scale metabolic models, called
Model SEED was used by creating a database of the organism. The next
step was the manual curation based on a combination of genomic,
biochemical and physiological information in several databases and
literature. The goal was to rebuild the network with the main pathways
and reactions for the production of cellulose. MATLAB® using the
functions available in the COBRA toolbox was also uses. Moreover, a
set of computational systems biology tools, written by our group, called
GEnSys, (Genomic Engineering System), was applied to the network.
GENnSys comprises several modules that allow analysis and simulation
of biochemical reaction networks, such as FBA (flux balance analysis)



and MFA (metabolic flux analysis). Using the model in conjunction
with the constraint-based methods, the metabolic fluxes were simulated
mimicking three different environmental conditions to understand the
effects of cellulose production, bacterial growth and flux distribution in
the network by varying the carbon sources: glucose, mannitol and
glycerol. The modifications in the protocol developed for metabolic
reconstructions allowed the construction of the first core model of G.
hansenii.

Keywords: Gluconacetobacter hansenii ATCC 23769; network
reconstruction; constraint based analysis; cellulose
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CAPITULO 1
INTRODUCAO, OBJETIVOS, JUSTIFICATIVA E MOTIVACAO

1.1 Introducéo

Os avancos no sequenciamento do genoma tém progredido
rapidamente, acompanhado do alto rendimento das analises e custos
cada vez menores. Tais tecnologias estao rotineiramente sendo aplicadas
em distintas areas da biologia e da medicina, permitindo que os
pesquisadores abordem questdes bioldgicas relevantes, inacessiveis
anteriormente (METZKER, 2005, 2010; ZHAO e GRANT, 2011).

Com o sequenciamento do genoma humano, em 1990, o campo
da biologia entrou na era pds-gendmica, e com isto veio a promessa de
gue o comportamento fenotipico de um organismo poderia ser previsto
por analises computacionais do genoma. A era pds-genémica tem como
fundamento relacionar a sequéncia do genoma anotado com as fungoes
fisiologicas de uma célula, possibilitando reconstituir vias metabdlicas
completas (DUROT et al., 2009; EDWARDS et al., 2001; FONG e
PALSSON, 2004). Aliado a estes avan¢os surgiu a oportunidade de
prever a nivel computacional o diagnéstico e o tratamento de doengas,
através da especificidade de medicamentos para cada paciente e avancos
na bioengenharia a nivel industrial (BARABASI e OLTVAI, 2004;
DUROQOT et al., 2009; NG e KIRKNESS, 2010; SOON et al., 2013;
SWAINSTON, 2011).

Neste sentido, ocorreu uma mudanca na situacdo da pesquisa
biolégica através do uso de computadores e a Web. Nos Gltimos anos, a
guantidade de novos dados biolégicos produzidos pelos esforcos dos
pesquisadores vem mudando o padrdo no qual as pesquisas que
costumavam ser iniciadas em laboratorio, comecam agora no
computador, com a busca de informagbes que possam sugerir novas
hipoteses (BAXEVANIS, 2001; COVERT et al., 2001; HENRY et al.,
2010).

Assim, surgiu o campo da biocinformatica e da biologia
computacional que consiste na aplicacdo de técnicas de computacéo
intensivas para a compreensdo dos processos biologicos. A geracdo de
guantidades de dados biol6gicos cada vez maiores levou ao
desenvolvimento dessa area, que permiti a manipulacdo confiavel e
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rapida de grande quantidade de dados e que viabiliza e amplia o
potencial das pesquisas. A tarefa da bioinformatica é organizar e
analisar dados complexos resultantes de modernas técnicas de biologia
molecular e bioguimica e compreender como as informacGes contidas
nos genes sdo refletidas em caracteristicas fisiolégicas (BORK e
SERRANO, 2005; COVERT etal., 2001; FERNALD etal., 2011).

Nos ultimos anos, outra area tem se destacado, a biologia de
sistemas, ou biologia sisttmica, que tem focado em reconstrucGes
metabolicas e na analise de dados baseada em restri¢fes, que fornecem
representacbes matematicas e computacionais das capacidades
metabolicas conhecidas de um dado organismo (BLANK e EBERT,
2013; BORDBAR e PALSSON, 2012). Em outras palavras, o objetivo
da biologia de sistemas é entender as interacdes entre 0s VAarios
componentes celulares, para eventualmente, prever o comportamento da
rede, célula e do organismo em questdo (BORK e SERRANO, 2005;
FEIST et al., 2009).

Cada vez mais as bactérias sdo utilizadas em processos
industriais, para producdo de produtos quimicos, alimentos,
medicamentos, entre outros (LEE et al., 2012). Através das ferramentas
de engenharia metabdlica, as principais vias bioquimicas de bactérias
podem ser manipuladas e otimizadas para produzir de forma mais
eficiente os compostos industriais de interesse em diversas areas
(MCCLOSKEY et al., 2013).

Varias linhagens de bactérias ja tém genomas sequenciados e
anotados, os quais tém sido utilizados em associacdo com dados
bioguimicos e fisioldgicos para reconstruir redes metabélicas em escala
gendmica (BECKER e PALSSON, 2005b; TERZER et al., 2009).
Recentemente modelos gendmicos foram reconstruidos para algumas
espécies bacterianas com o objetivo de ampliar a quantidade e qualidade
das informacdes que haviam sido anotadas na literatura ou nos bancos
de dados previamente (DUROT et al., 2009). A rede preliminar gerada a
partir do genoma anotado, ainda exige uma cura manual significativa
apenas para definir o conjunto abrangente de capacidades metabolicas
que o organismo possui (FEIST et al., 2009; MCCLOSKEY et al.,
2013). A reconstrucdo metabolica mais detalhada e completa até o
momento é referente a bactéria Escherichia coli (ALMAAS et al., 2004;
EDWARDS et al., 2001; EDWARDS e PALSSON, 2000; KESELER
et al., 2005; ORTH et al., 2011).

O processo de reconstrucdo metabdlica geralmente é trabalhoso e
pode levar anos para ser bem detalhado e estudado quando envolve um
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genoma bacteriano, e envolvendo diversos pesquisadores (DUARTE et
al., 2007). Muitas vezes, o processo de reconstrucdo é interativo e
continuo, como por exemplo, a rede metabdlica da Escherichia coli,
cuja reconstrucdo foi expandida e refinada ao longo dos ultimos 20 anos
(FEIST e PALSSON, 2008).

Como o nimero de organismos reconstruidos aumenta a cada dia, a
necessidade de encontrar maneiras automatizadas, ou pelo menos semi-
automatizada, para reconstruir redes metabolicas a partir da anotacdo do
genoma esta crescendo. Apesar da crescente experiéncia e
conhecimento, ainda ndo se é capaz de reconstruir completamente de
maneira automatica as redes metabdlicas de alta qualidade que podem
ser usadas como modelos preditivos. Estudos recentes destacam 0s
problemas atuais com anotacdes do genoma e bancos de dados, que
fazem reconstrucdes automaticas e assim, necessitam de uma avaliacédo
manual (FEIST et al., 2009; REED et al., 2006). Um nimero limitado
de ferramentas de software e pacotes estdo disponiveis (livres e
comerciais), que visam a ajudar e facilitar o processo de reconstrucdo. O
protocolo disponivel atualmente com 96 etapas é um processo bem
estabelecido para montagem, cura e validacdo da reconstrucdo
metabdlica (THIELE e PALSSON, 2010). Esse protocolo é combinado
com as ferramentas computacionais, como 0 pacote de software de
visualizacdo e calculo numérico, MATLAB®. O MATLAB® também é
usado para codificar COBRA toolbox, que é um conjunto de funcdes
utilizadas para facilitar a reconstrucdo, depuragdo e processo de cura
manual (BECKER et al., 2007).

Nessas redes metabolicas reconstruidas a modelagem baseada
em restricao é preditiva na identificacdo de reacoes criticas, metabolitos
e genes. Isto é extremamente Gtil para a determinacdo das necessidades
metabolicas celulares e simula o comportamento fenotipico sob
diferentes condicdes genéticas e ambientes fisiologicos (EDWARDS et
al., 2001; FONG e PALSSON, 2004; MAHADEVAN et al., 2011;
TRAWICK e SCHILLING, 2006).

Ha uma extensa diversidade de redes metabdlicas inexploradas
nos genomas de varios microrganismos e ainda existe uma grande
lacuna na compreensdo da interligacdo entre o cédigo genético e o
fenétipo correspondente (BLANK e EBERT, 2013; MAHADEVAN et
al., 2011). O metabolismo celular é complexo e engloba as interacfes
moleculares mais importantes da biologia de sistemas. O conhecimento
sobre a via metabolica de um organismo permite a compreensdo da
fisiologia celular em funcdo da regulacdo de seu metabolismo. A
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quantificacdo e modulacao de fluxos metabdlicos € muito importante em
escala cientifica e comercial, pois permite que a sintese de um
determinado produto de interesse seja realizada de forma mais eficiente
(BORDBAR e PALSSON, 2012; DUARTE et al., 2007).

Gluconacetobacter  hansenii  (anteriormente  denominado
Acetobacter xylinus) (LISDIYANTI et al., 2006) foi extensivamente
caracterizada e tem sido utilizada para a sintese de celulose
(BENZIMAN et al., 1980; DEINEMA e ZEVENHUIZEN, 1971;
ROSS et al., 1991; SAXENA et al., 1994). A G. hansenii produz
celulose extracelular livre de lignina ou hemicelulose, tornando-o uma
excelente fonte de celulose pura. A celulose bacteriana (CB) representa
uma alternativa potencial para substituir a celulose de origem vegetal,
em diversas aplicagdes industriais, assim como na industria biomédica
(ROSS et al, 1991; SAXENA et al., 1994). Esta bactéria foi
sequenciada, mas seu genoma anotado ainda ndo estd completo,
havendo gaps na sequéncia (IYER et al., 2010). Um grande numero de
estudos vem sendo realizados com o objetivo de melhorar o rendimento
de celulose bacteriana por esta espécie para aplicagdo industrial (ROSS
etal., 1991).

A via de biossintese da celulose envolve algumas enzimas
individuais e um complexo de proteinas, onde a celulose sintase
apresenta-se como a principal enzima desse complexo. Em diversas
bactérias observou-se que os genes que codificam as proteinas desse
complexo estdo organizados em um operon acs. O processo da
biossintese da celulose inclui a sintese de uridina difosfato glicose
(UDP-glicose), a qual é substrato da celulose sintase, seguida de sua
polimerizagdo com formagao de cadeia B-1,4 glicana e a liberacdo de
uridina difosfato (UDP). As associacBes de cadeias nascentes irdo
formar as fibras de celulose (BROWN et al., 1976; WONG et al.,
1990; SAXENA et al., 1994; SAXENA etal., 1990;1991).

Ferramentas computacionais para prever fluxos em redes
bioquimicas sdo aplicadas nas areas que integram a biologia de sistemas,
bioinformatica e gendmica (BEARD et al.,, 2002; DUARTE et al.,
2007). Através da aplicacdo de técnica de analise de balanco de fluxo
(ABF), a rede metabdlica pode ser convertida para um modelo em escala
genbmica, permitindo uma avaliacdo qualitativa da relacdo entre os
comportamentos genotipicos e fenotipicos, e uma estimativa global da
distribuicdo de fluxo dentro do metabolismo de um organismo, que nao
pode ser medido usando um delineamento experimental padrdo
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(HENRY et al., 2010; PRICE et al., 2004; TERZER et al., 2009;
THIELE et al., 2013; TRAWICK e SCHILLING, 2006).

Atualmente, uma ferramenta popular para investigar modelos
metabdlicos estequiométricos € a reconstrucdo e analise baseada em
restricdes (COBRA), uma caixa de ferramentas no ambiente MATLAB®.
Esta conversdo metabolica de uma reconstrucdo de um organismo em
um modelo requer a imposicdo de restricbes fisico-quimicas e
ambientais para definir os limites dos sistemas. A conversdao também
inclui a transformacdo de uma lista de reagdes e metabdlitos para um
formato de matriz estequiométrica (BECKER et al., 2007,
SCHELLENBERGER et al., 2011).

De uma maneira geral a engenharia metabdlica ¢ um campo
multidisciplinar, onde a bioquimica prove a base das rotas metabélicas e
informagdes sobre os mecanismos das reagdes bioquimicas, além da
estequiometria, cinética e regulagdo (STEPHANOPOULOS, 1999;
STEPHANOPOULOS et al., 1998). A genética e a biologia molecular
fornecem as ferramentas aplicadas na construcdo da base genética, um
importante passo no estudo de controle de fluxo (BRINDLE, 1996). A
fisiologia celular promove uma maior integracdo na visdo das funcgdes
celulares metabdlicas, através da definicdo da plataforma para estudo de
taxas de reacdes e representacdo dos estados fisioldgicos (ALBERTS et
al., 2002; BARABASI e OLTVAL, 2004).

E finalmente, a engenharia quimica é o mais apropriado
caminho para aplicacdo de uma visdo de engenharia no estudo de
sistemas bioldgicos. Esta visdo introduz os conceitos de integracéo,
quantificacdo e relevancia no estudo de sistemas bioldgicos. Mais
especificamente, fornece as ferramentas e experiéncias para analise dos
sistemas onde as condi¢bes de processos sdo limitadas, um campo no
qual a engenharia quimica tem contribuido fortemente e frequentemente
se superado (STEPHANOPOULQOS e STAFFORD, 2002).

Esta dissertacdo apresenta o primeiro modelo metabdlico em escala
gendmica da Gluconacetobacter hansenii ATCC 23769. Para a
reconstrucdo metabdlica partiu-se das informacfes que estdo presentes
no seu genoma e na literatura. A construcdo deste modelo metabdlico
envolve diversos passos, tais como, anotacdo funcional do genoma, a
identificacdo das reacdes e determinacdo da sua estequiometria,
construcdo da rede simplificada, adicdo de reacfes ausentes e biomassa
e por fim a definicdo das restricbes do modelo. Utilizando-se
ferramentas computacionais os fluxos metabolicos do modelo foram
simulados, para trés condi¢cdes ambientais diferentes baseadas em fonte
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de carbono. Para compreenderem-se os efeitos de producdo de celulose,
crescimento bacteriano e a distribuicdo dos fluxos na rede foram
utilizados como fontes de carbonos: glicose, glicerol e manitol.

1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo Geral

Analisar a biossintese de celulose bacteriana a partir de
diferentes fontes de carbono através da reconstrucdo metabdlica da
Gluconacetobacter hansenii ATCC 23769.

1.2.2 Objetivos Especificos

e Avaliar o protocolo desenvolvido para reconstrugdes
metabdlicas e propor modificaces;

e reconstruir a rede metabdlica simplificada do organismo para
elucidar a via metabdlica envolvida na biossintese de celulose;

e converter a reconstrucdo em um modelo computacional, para
utilizad-lo como uma ferramenta de analise das principais vias
metabdlicas envolvidas;

e analisar in silico a reconstrucdo metabélica simulando o modelo
metabdlico com trés fontes de carbono distintas.
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1.3 Justificativa e Motivacéo

A biologia de sistemas tenta entender sistemas bioldgicos
através da geracdo de modelos preditivos que permitam que o
comportamento do sistema possa ser modelado in silico (BORDBAR e
PALSSON, 2012). Reconstrucdes metabdlicas em escala gendmica tém
sido reconhecidas como uma ferramenta muito importante para uma
variedade de aplicacfes que vdo desde a engenharia metabdlica a
estudos evolutivos (BORDBAR e PALSSON, 2012; DE OLIVEIRA
DAL'MOLIN e NIELSEN, 2013; DUROT et al.,, 2009; FEIST e
PALSSON, 2008; HENRY et al., 2010).

Esta pesquisa se insere em uma linha estratégica de estudos do
Grupo de Engenharia Gendmica e Engenharia Tecidual da Universidade
Federal de Santa Catarina, que pretende contribuir com os avangos na
area de bioinformatica e biologia de sistemas. Aplicando os principios
das ciéncias de informacao e abordagens matematicas e computacionais
¢ possivel tratar questes bioldgicas de uma maneira mais
compreensivel e (til.

Ao longo dos Ultimos anos, com o desenvolvimento da
bioinformatica, e das novas ferramentas para melhorar a extracdo da
informacgdo génica a partir de grandes conjuntos de dados bioldgicos,
tais como os perfis de transcricdo, sequéncias e os fluxos metabdlicos,
permitiu-se realizar experimentos mais significativos, e extrair mais
informacdes sobre o sistema.

A bactéria Gluconacetobacter hansenii ATCC 23769 é capaz de
produzir biofilmes de celulose bacteriana, um dos produtos de grande
interesse para a industria, principalmente na area médica. As analises e
ferramentas utilizadas e desenvolvidas neste trabalho permitiram a
primeira reconstrucao metabdlica deste organismo.
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1.4 Estrutura do documento

Esta dissertacdo est4 organizada da seguinte forma:

O Capitulo 1 apresenta a introducdo sobre quais foram os
fatores que motivaram a realizacdo deste trabalho e suas justificativas,
assim como o0s objetivos que levaram a execugéo deste trabalho;

O Capitulo 2 refere-se a fundamentagdo tedrica e introduz os
conceitos fundamentais, desde engenharia metabodlica e biologia de
sistemas, 0 uso da bioinforméatica para a reconstrucdo em escala
gendmica, as vias metabdlicas da bactéria Gluconacetobacter hansenii
com foco na biossintese de celulose bacteriana;

O Capitulo 3 apresenta a metodologia utilizada com as
principais ferramentas e recursos computacionais abordados para
reconstruir uma rede metabdlica;

O Capitulo 4 apresenta os resultados e discussdes do trabalho.

O Capitulo 5, finalmente apresenta as conclusdes e perspectivas
futuras para a pesquisa.



Capitulo 2 — Fundamentagio Teorica

35

CAPITULO 2

FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1 Engenharia metabdlica e biologia de sistemas

A biologia de sistemas utiliza tecnologias de ponta para obter o
maximo de informacBes possiveis sobre um sistema bioldgico e, em
seguida, usa essas informacGes para construir modelos matematicos que
fornecem uma base solida para a concepcdo da engenharia metabélica
utilizando técnicas computacionais (DUROT et al., 2009; LEE et al.,
2005).

No inicio da década de 90, o répido avanco das técnicas de
biologia molecular e, principalmente, da tecnologia do DNA
recombinante, aumentou muito as aplicagdes desta tecnologia em varios
setores da biotecnologia como, por exemplo, no melhoramento de
organismos utilizados na obtengdo de produtos de interesse. Nesta
época, 0 termo engenharia metabélica foi introduzido por Bailey (1984)
que o definiu da seguinte forma: “engenharia metabdlica é o
melhoramento das atividades celulares através da manipulagdo de
funcdes enzimaticas, de transporte e reguladoras das células, fazendo
uso da tecnologia do DNA recombinante”.

Stephanopoulos e colaboradores (1998) propuseram a seguinte
defini¢do em seu livro texto: “engenharia metabodlica é o melhoramento
dirigido da formacao de produto ou de propriedades celulares através da
modificacdo de reacdes bioquimicas especificas ou da introducdo de
novas reagdes fazendo uso da tecnologia do DNA recombinante”.
Observa-se assim que a engenharia metabdlica envolve a analise e
modificacdo de vias metabolicas, e que o resultado final é sempre o
metabolismo modificado com um determinado propésito.

Neste ponto, observa-se que hd uma interface entre engenharia
metabdlica e bioinformatica, a medida que as analises do genoma,
transcriptoma, proteoma e metaboloma fornecerdo informacdes
importantes para a analise do metabolismo (EDWARDS e PALSSON,
1998; BASSETT et al., 1999; PANDEY e MANN, 2000). Assim, a
engenharia metabolica serve como uma abordagem integrada, que
combina trabalho computacional e experimental. A combinacdo de
métodos analiticos para quantificar fluxos e seus controles com técnicas
de biologia molecular na implementacdo de modificacdes genéticas é a
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esséncia da engenharia metabdlica (PATIL et al, 2004,
STEPHANOPOULOS, 1999).

Segundo Stephanopoulos e colaboradores (1998), uma das mais
importantes contribui¢es da engenharia metabdlica €, provavelmente, a
énfase empregada no fluxo metabdlico e o seu controle sob condicdes in
vivo. O campo da engenharia metabdlica estd emergindo porque seu
foco ndo estd em reacOes isoladas, mas na inter-relacdo das reacdes em
redes (KOFFAS et al., 1999).

2.1.1 Abordagens na engenharia metabodlica para reconstrucdo de
redes

Os primeiros trabalhos que fizeram uso de um modelo
estequiométrico para a interpretacdo de dados experimentais datam de
décadas passadas (AIBA e MATSUOKA, 1979; PAPOUTSAKIS e
MEYER, 1985). No entanto, a técnica de Analise de Balango de Fluxo
foi introduzida como uma técnica de andlise do metabolismo e
sistematizada através do uso de algebra linear e calculo matricial anos
mais tarde (GOMBERT, 2001; VALLINO e STEPHANOPOULOS,
1990).

Nissen e colaboradores (1997) desenvolveram um modelo
estequiométrico para descrever 0 metabolismo anaerébico de
Saccharomyces cerevisiae durante o crescimento em meio definido. O
modelo foi usado para calcular os fluxos intracelulares baseados no
consumo de substrato do meio, na excrecdo de produtos da célula e na
velocidade de formacdo de biomassa. O modelo foi usado para calcular
as velocidades de produgdo do malato e fumarato.

Takag e colaboradores (1998) propuseram uma rede metabdlica
para uma bactéria acida glutdmica a qual foi usada como base
estequiométrica no modelo de balanco de fluxos para producdo de L-
glutamato. As rotas metabélicas teoricas ligadas a otimizacdo da
producdo de glutamato foram determinadas para varias velocidades
especificas de crescimento celular onde foram obtidas as variacdes de
fluxos.

Naeimpoor e Mavituna (2000) utilizaram analise de fluxos
metabdlicos para estudar o metabolismo de Streptomyces coelicolor.
Nesse trabalho, uma rede de reacdes bioquimicas foi construida baseada
em dados da literatura. Um modelo metabélico foi proposto e resolvido
via programacdo linear por definicdo de uma funcéo objetivo, onde os
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fluxos internos e os fluxos externos, ndo medidos experimentalmente,
foram calculados. Foi investigado o efeito de varios pardmetros do
modelo na distribuicdo dos fluxos.

Rossa e colaboradores (2002) analisaram o metabolismo do
carbono no crescimento de Streptomyces lividans e na produgdo de
antibidticos, sob limitagfes de fosfato em cultivos continuos. Aplicaram
analise de fluxos, com base hum modelo estequiométrico, para analisar a
relagdo entre a producdo do antibidtico, o acimulo de biomassa, e a
distribuicio do fluxo de carbono através da maioria das vias
metabdlicas.

Sanchez e colaboradores (2006) analisaram extensivamente os
fluxos metabolicos de vérias linhagens mutantes de Escherichia coli
expressando a piruvato carboxilase de Lactococcus lactis para a
producdo de succinato. Nesse estudo, uma analise de redistribuicdo de
fluxos metabolicos para uma biblioteca de mutantes foi realizado e as
diferencas entre os fluxos dessas linhagens foram comparadas, incluindo
as bifurcagdes dos principais nés, com o objetivo de elucidar a
importancia da fermentacdo e da via glioxilato na produgdo de
succinato. Um modelo estequiométrico foi implementado com sucesso
para estimar os fluxos intracelulares em varias linhagens produtoras.

Oliveira (2008) construiu a partir de dados da literatura, uma
rede metabdlica da Clostridium acetobutylicum envolvendo todas as
reacOes usadas para a producdo de &cidos, solventes e hidrogénio
molecular a partir de dois substratos distintos: glicose e glicerol. No
total, a rede possui 25 metabolitos e 20 reacdes. Este trabalho reline
ferramentas computacionais de biologia de sistemas num aplicativo
chamado GEnSys (Genomic Engineering System), desenvolvido no
Laboratério de Tecnologias Integradas (InteLab/UFSC), usando o
MATLAB® (Mathworks, Natick, MA, USA). O GenSys ¢é formado por um
conjunto de médulos interdependentes que permite a analise e simulagdo
de redes de reacdes bioquimicas. Foram efetuadas duas abordagens
diferentes para o estudo da rede metabélica: analise de balanco de fluxo
e a determinacdo dos modos elementares, para elucidar as possiveis vias
de producdo de H, por esta rede. Através da ABF foram realizadas
diferentes simulagfes que mostraram que este modelo matematico pode
ser usado para estudar in silico possiveis formas de melhorar a producéo
de H,, ou até mesmo de solventes.

Castro (2010) reportou o potencial de producéo de hidrogénio
por C. acetobutylicum ATCC 824, aproveitando um residuo industrial
da producdo de biodiesel, o glicerol. Ferramentas de engenharia
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metabdlica foram utilizadas para explorar a capacidade da C.
acetobutylicum de crescer e produzir hidrogénio a partir de glicerol
como Unica fonte de carbono. Foi utilizado um modelo metabélico
simplificado de 20 reacdes e 25 metabdlitos. Com o resultado da
Analise de Balanco de Fluxo (ABF), foi possivel prever crescimento e
producéo de biohidrogénio.

Klanchui e colaboradores (2012) apresentaram a analise da rede
metabdlica em escala gendmica de Spirulina platensis C1, iAK692, e
suas propriedades topologicas, capacidades e funcbes metabolicas. A
rede foi reconstruida a partir do genoma anotado da S. platensis C1
usando software Pathway Tools (SRI International, Menlo Park, CA,
USA). A cura manual foi realizada com base em uma combinacéo de
informagdes gendmica, bioquimica e fisioldgica. Foi simulado o modelo
matematico em condicOes de crescimento autotréfico, heterotrofico e
mixotréfico usando COBRA toolbox (UC San Diego).

McCloskey e colaboradores (2013) elucidaram o modelo em
escala gendmica do metabolismo da bactéria Escherichia coli K-12 que
estd em desenvolvimento ha mais de uma década e agora esta em ampla
utilizacdo. Os estudos da rede em escala genémica da E. coli tem sido
focado em diferentes aplicacdes: (1) a engenharia metabdlica, (2)
predicdo de fendtipos celulares, (3) estudos de analise das propriedades
bioldgicas da rede, (4) processos evolutivos, e (5) modelos de interagdes
entre espécies.

2.2 Vias metabdlicas

Os caminhos pelos quais a célula converte compostos externos
que entram pela membrana celular (proteinas, acidos nucléicos e
carboidratos) em compostos celulares que serdo de seu interesse, sao
chamados de vias metabdlicas do organismo. Estes processos sdo usados
inclusive para a obtencdo da energia necessaria para a sobrevivéncia e
duplicacéo da célula (KIM e GADD, 2008).

As vias metab6licas sdo processos bioquimicos nos quais as
enzimas executam o papel de alterar a velocidade dos processos, sem,
no entanto, ser consumida ou produzida no processo. O mecanismo
central nos processos metabdlicos é controlado pela regulacdo da
atividade enzimatica e expressdo génica. A maquinaria celular executa,
de forma coordenada, a complexa série de interacBes bioquimicas, que
dardo as células condicdes de se adaptarem a variacBes nutricionais e
ambientais (ALBERTS et al., 2002). O metabolismo compreende dois
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tipos de transformacdes quimicas: vias catabdlicas que quebram varios
substratos em metabdlitos comuns e vias anabdlicas que sintetizam
coletivamente aminodacidos, acidos graxos, acidos nucléicos e outros
componentes. Durante esses processos, uma troca complexa de varios
grupos quimicos potenciais de reducdo e oxidagdo ocorre atraves de um
conjunto de moléculas portadoras (por exemplo, ATP e NADH)
(PALSSON, 2006).

As vias metabolicas colocam os genes num contexto bioldgico
amplo, e sdo primordiais para o entendimento dos processos complexos
codificados pelo genoma. O desafio é caracterizar as multiplas funcdes
bioquimicas num contexto gendmico. Através da analise dessas vias,
também se pode observar vias que, apesar de serem amplamente
conhecidas e fazerem parte das fun¢Bes basicas do organismo, possuem
muitos passos desconhecidos; isto pode ser devido a erros de anotagao
ou mesmo refletir uma variagdo na via deste organismo (KARP et al.,
1999).

Segundo Lange e Ghassemian (2005), a representacdo visual de
vias ajuda a entender a complexa relagdo entre 0s compostos das redes
metabdlicas e disponibilizam um recurso para a integracdo dos
conjuntos de dados dos transcriptomas, proteomas e metabolomas. Para
compreender as células, é necessario o uso da matematica, da
computacdo e da informagdo quantitativa. Por meio de tais métodos,
utilizando o conhecimento das sequéncias gendmicas, pode-se listar os
genes e as proteinas em uma célula, e comegar a descrever a rede de
interacdes entre eles (ALBERTS et al., 2002; BARABASI e OLTVAI,
2004). Uma rede de vias metabdlicas pode ser muito complexa,
conforme Figura 1, que apresenta as vias metabolicas da bactéria E.coli.
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Figura 1 — Vias metabolicas da Escherichia coli. Fonte: KEGG (2013)

2.3 Reconstrucao metabdlica em escala gendmica

A reconstrucdo metabélica foi introduzida had mais de 18 anos
como um método de interpretacdo da sequéncia do genoma (PALSSON,
2006). Ela usa uma variedade de abordagens de bioinformatica e integra
informacdes com os dados de vias metabolicas disponiveis do
organismo, para estabelecer quais vias sdo susceptiveis de estarem

presentes no organismo de interesse (PALSSON, 2006).

Embora existam excelentes fontes de dados, métodos e
ferramentas desenvolvidas para a reconstru¢cdo metabolica, o processo
ainda depende fortemente da cura manual, devido tanto a complexidade
e a diversidade do metabolismo microbiano, quanto a inconsisténcia nos
bancos de dados, levando a um desempenho inadequado das ferramentas
automatizadas. No entanto, as vantagens de ter uma rede metabolica
totalmente reconstruida superam os problemas encontrados durante o
processo da reconstrucdo. A reconstrucdo metabodlica conduz
frequentemente a descoberta de novas funcdes, vias e tragos fenotipicos,
enquanto que a rede reconstruida pode ser usada para a modelagem
matematica do metabolismo microbiano e previsdes quantitativas para a
engenharia genética (COVERT et al., 2001; FEIST et al., 2009;

STEPHANOPOULOS et al., 1998; HENRY et al., 2010).
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A construgdo de uma rede metabdlica em escala gendmica é um
processo longo e consiste em quatro passos principais, que requer 0 uso
de diferentes tipos de dados bioldgicos (THIELE e PALSSON, 2010).
Um protocolo de reconstrugdo metabolica em escala gendmica bem
estabelecido consiste em 96 etapas, desde o genoma anotado até a
validacdo da rede (THIELE e PALSSON, 2010). Em geral, quanto mais
informagdes disponiveis sobre a fisiologia, bioguimica e genética do
organismo, melhor a capacidade de previsdo dos modelos reconstruidos
(ORTH et al., 2011; THORLEIFSSON e THIELE, 2011).

As fungdes das redes reconstruidas sdo definidas pelas
interconexdes de suas partes. Uma vez que estas ligacGes envolvem
reac0es quimicas, elas podem ser descritas por uma relacdo
estequiométrica. O terceiro passo da reconstrucdo, portanto, é converter
essas reacdes para um modelo matematico com o intuito de se realizar as
simulagbes necessarias. A matriz estequiométrica que contém todas
essas relagbes em uma rede €, portanto, uma representacdo matematica
concisa das redes reconstruidas. O Ultimo passo é integrar dados
experimentais ao modelo, permitindo possiveis descobertas bioldgicas e
o0 seu refinamento (PALSSON, 2006; PATIL et al., 2004; THIELE e
PALSSON, 2010).

Uma reconstrucdo metabdlica fornece uma plataforma
matematica estruturada para se compreender a biologia de sistemas de
vias metabodlicas de um organismo (THIELE e PALSSON, 2010).
Existem diferentes tipos de reconstrucdo representando varios tipos de
redes bioldgicas (metabdlica, reguladora, transcri¢do/translacdo), sendo
que a reconstrucdo metabolica tem sido extensivamente utilizada
(ORTH et al., 2010). As reconstrucdes sao frequentemente atualizadas
com outros genes, proteinas, metabodlitos e reagées (DUARTE et al.,
2007; EDWARDS e PALSSON, 2000). Com a crescente influéncia
dessas reconstrucdes em pesquisa biomédica e bioldgica, é essencial
compreender sua utilizacdo e o futuro potencial de analises de sistemas
baseados no metabolismo (MCCLOSKEY et al., 2013; OBERHARDT
et al., 2009).

De acordo com a Figura 2 é possivel visualizar o aumento do
nimero de reconstrucdes metabolicas ao longo dos anos. Esse
crescimento reflete os avangos alcangados por meio de novas
ferramentas computacionais disponiveis e genomas publicados.



42

Capitulo 2 - Fundamentagdo Teorica

Figura 2 — Numero acumulativo de reconstrugdes metabdlicas. Lista
desenvolvida e atualizada pelo grupo System Biology Research
Disponivel em: http://gcrg.ucsd.edu/Home
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Assim, o processo de reconstrucdo pode ser visto como um
processo interativo em que as informacOes obtidas a partir de varias
fontes sdo combinadas para construir um conjunto preliminar de reacfes
e restricBes (PRICE et al., 2004). As reacGes e conjuntos de restricdes
podem ser integrados num modelo estequiométrico que pode ser usado
para a simulacdo utilizando diversas abordagens de métodos baseados
em restricdo, dentre elas, a Andlise de Fluxo Metabdlico e Analise de
Balanco de Fluxo (BEARD et al., 2002; BLANK e EBERT, 2013;
ORTH et al., 2010; PALSSON, 2006).

2.3.1 Analise de Fluxo Metabdlico (AFM)

A Andlise de Fluxo Metabolico (AFM), em inglés, Metabolic
Flux Analysis (MFA), usa dados medidos experimentalmente para
estimar o estado metabolico das células em condicOes especificas. Tem
sido utilizada para estudar a fase de crescimento exponencial e estados
estacionarios em processos de fermentacdo continua. Existe também
interesse na utilizacdo de AFM para monitorar variaveis no tempo,
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particularmente fluxos em ambientes industriais (HERWIG e VON
STOCKAR, 2002; TAKIGUCHI et al., 1997).

De um modo geral, a Andlise de Fluxo Metabolico (AFM)
combina um conjunto de fluxos medidos (muitas wvezes os
extracelulares), com um modelo baseado em restricdo para obter uma
estimativa de todos os fluxos (velocidade de reacBes bioquimicas). Isto
resulta num fluxo metabdlico que representa o estado estacionario em
que cada reagdo ocorre na rede Este padrdo de fluxo informa sobre a
contribuicdo de cada reacdo para 0s processos metabdlicos gerais de
utilizacdo de substrato e formacdo de produto. O sistema precisa ser
determinado e redundante. Caso contrario, a estimativa fornecida sera
uma das muitas possiveis (LLANERAS, 2010).

2.3.2 Anélise de Balanco de Fluxo (ABF)

Andlise de Balango de Fluxo (ABF), em inglés, Flux Balance
Analysis (FBA), é uma poderosa ferramenta para identificar as
distribuicbes dos fluxos no regime estacionario e capacidades
metabdlicas de redes bioguimicas (ORTH et al., 2010). Usando ABF,
relagbes quantitativas globais podem ser previstas entre as taxas de
entrada de nutrientes, as taxas de subprodutos de saida, e a taxa de
crescimento (EDWARDS et al, 2001; PRICE et al, 2004,
STEPHANOPOULOS et al., 1998).

Modelos de balangco de fluxos do metabolismo usam
estequiometria das vias metabdlicas, as demandas metabdlicas de
crescimento e prevé a distribuicdo de fluxo metabdlico e crescimento
celular em condigdes ambientais especificas (VARMA e PALSSON,
1993). Em outras palavras, 0 método de ABF calcula o rendimento do
crescimento maximo alcancavel no modelo metab6lico, maximizando o
fluxo da reacdo de biomassa (que representa a taxa de crescimento),
dado um conjunto de taxas de entrada delimitadas para substratos
externos (PATIL et al., 2004; VARMA e PALSSON, 1994).

Cortassa e colaboradores (2002) sugerem dois tipos de funcéo
objetivo: (i) a maximizacdo do crescimento de biomassa, metodologia
amplamente utilizada quando o modelo metabélico é complexo demais
para a obtencdo dos dados experimentais necessarios a um sistema
determinado, e (ii) a minimizacdo do gasto energético, que pode ser
obtida pela minimizacéo das taxas das reacdes em que ocorre producdo
de ATP.
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Uma vez que os fluxos intracelulares sdo dificeis de medir, eles
sdo muitas vezes obtidos por métodos computacionais. Durante o
calculo dos fluxos, alguns dados experimentais reais, tais como a
absorcdo de substrato e taxas de excre¢do do produto, sdo muitas vezes
fornecidos como restricdes para tornar os fluxos calculados mais
realistas (LEE et al., 2005; SCHILLING et al., 2000).

As etapas criticas da ABF incluem a reconstrucdo de uma rede
metabdlica, seguida do balango de massa, a imposicao de restricdes, a
escolha de uma funcéo objetivo adequada (biologicamente relevante) e
otimizag&o (linear) (ORTH et al., 2010; RAMAN e CHANDRA, 2009).
A ABF tem sido aplicada para: (1) calcular o estado 6timo para o
crescimento sob diferentes condi¢cdes de cultura, (2) aumentar a
producdo de ATP ou NADH e (3) maximizar a produgdo de metabdlitos
alvo (RAMAKRISHNA et al., 2001; VARMA e PALSSON, 1994;
LEE et al., 2006; RAMAN e CHANDRA, 2009).

A Escherichia coli tem sido o microrganismo mais bem
estudado, devido a quantidade consideravel de dados experimentais
(EDWARDS et al., 2001; REED et al., 2003; FEIST et al., 2007).
Outros modelos de FBA foram desenvolvidos, por exemplo, para
Haemophilus  influenzae (EDWARDS e PALSSON, 1999),
Helicobacter pylori (SCHILLING et al.,, 2002), Saccharomyces
cerevisiae (FORSTER et al., 2003), Methano sarcina barkeri (FEIST et
al., 2006) e Synechocystis sp. (MONTAGUD et al., 2010).

Como resultado desses esforgos, muitas aplicagfes de analise de
balanco de fluxo tém sido investigadas. Nos Ultimos anos, as primeiras
aplicacbes médicas foram realizadas. Thiele e colaboradores (2005)
utilizaram ABF para investigar a rede metabolica da mitocdndria
humana e para avaliar o efeito de potenciais tratamentos contra doengas.
A ABF tem sido igualmente aplicada para otimizar o metabolismo de
hepatdcitos em cultura utilizados em dispositivos de figado bioartificial
(NOLAN et al., 2006; SHARMA et al., 2005).

2.3.3 Fluxos metabdlicos e matriz estequiométrica

A teoria que se aplica para a determinacdo dos fluxos
metabdlicos baseia-se na simples conservacdo de massa em um sistema
fechado. No caso uma célula ou um compartimento celular fechado com
metabdlitos especifica-se a reversibilidade das reacdes e quais
metabolitos sdo considerados como internos e externos. A Equagdo 1
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descreve a conservacdo de massa de metabdlitos em um sistema de
volume definido:

=5 v—uc ()

Na equacdo acima, C (mol/L) é um vetor da concentragdo de m
metabolitos internos; v ((mol/L) /h) é o vetor de todos os fluxos de
reacdo na rede, de n reacdes que convertem metabodlitos; S é a matriz
estequiométrica de dimensdes mxn; e u (1/h) é o grau especifico de
diluicdo associado & mudanga no volume de um sistema, o que é muito
importante considerar no modelo, pois o grau de diluicdo afeta
diretamente as velocidades de reacao.

Como em uma célula o grau de dilui¢do é muito baixo quando
comparado com os graus de reagdo, as mudancas de volume no sistema
sdo consideradas negligenciaveis. Temos, portanto, a Equagdo 2 mais
simplificada:

ac =SV )
dt

Em regime estaciondrio, que é o que se considera na analise de
fluxo metabdlico, ndo hd acimulo de metabdlitos, e, portanto suas
concentracBes, bem como a populacdo bacteriana, tornam-se constantes,
fazendo com que dC/dt = 0 assim, temos a Equacéo 3:

S.v=0 3)

Uma reconstrucdo pode ser convertida para um formato
matematico, representada pela matriz estequiométrica (PALSSON,

2006). A matriz estequiométrica, S consiste de m linhas de

metabdlitos e n colunas de reacdes.

Utilizando programacdo linear para resolver o modelo
estequiométrico, o vetor de fluxo pode ser encontrado através da
especificacdo de uma funcéo objetivo (Z) que pode ser minimizada ou
maximizada. As distribuic6es do fluxo metabdlico da rede sdo estimadas
sob dadas condi¢des.

mxn ?
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Geralmente, o objetivo é maximizar a velocidade de
crescimento ou otimizar (max/min) alguns dos fluxos da rede
metabdlica. Esse sistema de equacBes, na grande maioria das vezes, é
indeterminado e possui vérias solugdes, o que implica na formacdo de
um espaco de solugBes. Podem-se adicionar mais restricbes a este
espaco especificando-se valores maximos ou minimos para os fluxos da
rede:

Vminj SVJ- SVmaxj
As restricBes para os limites inferiores (lower bound) e limites
superiores (upper bound) das reacdes reversiveis e irreversiveis, ficam

definidas como:

—0<V; <o Reversiveis
0<v;<o Irreversiveis

Para reaces irreversiveis, o limite inferior é definido como zero
e para reagGes reversiveis ambos os valores sdo tipicamente definidos
para valores arbitrariamente grandes. Dessa forma a direcdo das reagdes
(restricdo termodinamica) é respeitada.

Assim, um modelo metabdlico em escala gendmica é
basicamente uma representagdo estequiométrica de todas as possiveis
reacOes metabdlicas na célula. A estequiometria e a reversibilidade de
cada reacdo, juntamente com a suposicdo de regime estacionario para 0s
metabdlitos internos, permitem definir uma regido de distribuicdes de
fluxo desejada (KLANCHUI et al., 2012; LIU et al, 2010;
STEPHANOPOULOS et al., 1998).

2.4 Ferramentas computacionais

Em engenharia metabdlica sdo utilizadas diversas ferramentas
computacionais para a construcdo de modelos in silico (LEE et al.,
2005). Algumas das principais ferramentas online e/ou disponiveis
publicamente sdo descritas a seguir, além do toolbox GEnNSys,
desenvolvido pelo nosso grupo.
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2.4.1 Bancos de dados e ferramentas genémicas

Devido a imensa quantidade de dados gerados em indimeros
laboratdrios de todo 0 mundo, faz-se necessario organiza-los de maneira
acessivel, de modo a evitar redundancia na pesquisa cientifica e
possibilitar a analise por um maior nimero possivel de cientistas. A
construcdo de bancos de dados para armazenamento de informacdes de
sequéncias de DNA e genomas inteiros, proteinas e suas estruturas
tridimensionais, bem como varios outros produtos da era gendmica, tém
sido um grande desafio, mas simultaneamente sdo extremamente
importantes para o desenvolvimento da nova biotecnologia.

2.4.1.1 NCBI

O NCBI, ou Centro Nacional de Informacéo Biotecnoldgica dos
Estados Unidos, é considerado a base de dados central sobre
informagdes gendmicas, talvez a mais importante do mundo. Vérios
outros bancos de dados similares estdo distribuidos por paises da Europa
e Japdo, mas todos trocam dados em um intervalo de 24 horas com o
NCBI. O GenBank é o principal banco de dados do NCBI e armazenam
todas as sequéncias disponiveis publicamente de DNA (de sequéncias
pequenas a genomas inteiros), RNA e proteinas. Além do GenBank, que
coleta todas as entradas de sequéncias, outros bancos do NCBI
apresentam as informagdes organizadas de diferentes maneiras. Por
exemplo, o UniGene agrupa todas as sequéncias parciais do
transcriptoma de um organismo em aglomerados ou clusters, onde cada
aglomerado representa a sequéncia concisa de um gene (NCBI, 2013).

2.4.1.2 Integrated Microbial Genomes (IMG)

O sistema integrado de genomas microbianos, Integrated
Microbial Genomes (IMG) é um sistema de navegacdo de genomas e
uma plataforma de anotacdo desenvolvida pelo Departamento de
Energia dos EUA (DOE) - Joint Genome Institute. O IMG contém todos
os drafts e genomas microbianos completos sequenciados pelo DOE-
JGI integrados com outros genomas disponiveis publicamente
(incluindo arqueas, bactérias, eucariotos, virus e plasmideos) (IMG,
2013; MARKOWITZ et al., 2012). O IMG fornece aos usuarios um
conjunto de ferramentas para a analise comparativa de genomas
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microbianos ao longo de trés dimensdes: genes, genomas e funcdes. Os
usuarios podem seleciona-los e transferi-los para diferentes analises
comparativas com base em uma variedade de critérios. O IMG inclui
ainda uma conexdo da anotacdo do genoma que integra a informacéo a
partir de varias ferramentas, incluindo KEGG (KEGG, 2013), Pfam
(PFAM, 2013), InterPro (INTERPRO, 2013) e GeneOntology
(GENEONTOLOGY, 2013), entre outros. Neste trabalho, o IMG foi
incluido como uma importante alteragdo do protocolo de reconstrugdo
metabdlica.

2.4.1.3 Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG)

O aumento da quantidade de informagdo gendmica e molecular
é a base para a compreensdo dos sistemas bioldgicos mais complexos,
incluindo célula e organismos, e suas intera¢cbes com o meio ambiente,
bem como para aplicagbes praticas médicas, industriais e outras. O
recurso KEGG (KEGG, 2013) proporciona uma base de conhecimento
de referéncia para a ligacdo de genomas aos sistemas bioldgicos. O
KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) é um recurso de
base de dados integrado, composto por 16 bases de dados principais; em
geral, sdo categorizadas em sistemas de informacdo, informacéo
gendmica e informacdo quimica (KANEHISA et al., 2006, 2010).

2.4.2 Pathway Tools

Pathway Tools & um software para gestdo, andlise e
visualizacdo de colegBGes integradas de genoma, vias e dados
reguladores. Ele suporta 0 armazenamento e manipulacdo de
informacgdes de regulacdo através de uma variedade de estratégias. O
software estd em desenvolvimento continuo dentro do Grupo de
Pesquisa em Bioinformatica na SRI International (Menlo Park, CA,
USA) desde o inicio da década de 1990 (Karp et al., 2002; Paley et al.,
2012). O Pathway Tools é um software que suporta a criacdo de novos
PGDBs (Pathway/Genome Database), utilizando o componente
PathoLogic. Um PGDB como o EcoCyc integra a evolugdo do nosso
entendimento dos genes, proteinas da rede metabdlica, e rede genética
de um organismo (KARP et al., 2002; KESELER et al., 2005).

Os quatro principais componentes do Pathway Tools sdo: 1) O
componente PathoLogic suporta a criacdo de novos PGDBs do genoma
anotado de um organismo, contendo genes, proteinas, reacdes
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bioquimicas, e prevé caminhos metabolicos do organismo; 2) O
Pathway/Genome Navigator fornece consulta, visualizacdo e servigos
Web para PGDBs; 3) O Pathway/Genome Editors suporta atualizacéo
interativa dos PGDBs. Finalmente, 4) O Pathway Tools Ontology define
0 esquema de PGDBs (KARP et al., 2002, 2010). Neste trabalho,
utilizamos a versdo 16.5 do Pathway Tools.

2.4.3 Model SEED e RAST Server

O Model SEED é um recurso para a geracao, otimizacao, cura e
anélise de modelos metabdlicos em escala gendmica. E uma ferramenta
livre e esté disponivel online (http://www.theseed.org/wiki/Main_Page).
O primeiro passo da reconstrucédo é a partir do genoma anotado (formato
FASTA ou GenBank) no RAST (Rapid Annotation using Subsystem
Technology) Server criando um banco do organismo com diversas
informagdes, desde reacdes, vias, metabélitos ou genes. Uma das
maneiras de exportar seu contetido é o formato SBML que serve de
entrada para o COBRA toolbox.

2.4.4 System Biology Markup Language (SBML)

Existem comunidades de especialistas de varias areas que se
retinem para discutir, planejar, executar e curar a reconstru¢do de uma
rede metabolica. Esse processo tem o potencial de agregar o
conhecimento de muitas pessoas, e assim permitir a criacdo de uma rede
metabdlica de alta qualidade e disponibilizar os dados para a
comunidade, se possivel em um formato padrdo. A criacdo do padrdo
Systems Biology Markup Language (SBML) foi um avango nessa
direcdo, pois muitas redes metabolicas sdo disponibilizadas nesse
formato e existe uma série de ferramentas capaz de processa-lo.

Um modelo SBML é um arquivo XML estruturado com trés
componentes basicos:

1) definicdo de compartimentos de reagdo (nome, id);

2) definicdo de espécie de metabdlitos (nome, id, compartimento);

3) definicdo de reacbes (nome, id, reagentes, produtos, limite
superior e inferior).
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2.4.5 Implementagdes em MATLAB®

O software MATLAB® é uma ferramenta comercial muito
utilizada em ciéncias fisicas e engenharias e esta disponivel em muitos
centros de pesquisa. A principal vantagem do MATLAB® sobre outras
linguagens de programagdo, como C++, Java e outras, € que este possui
uma linguagem de script e ambiente de desenvolvimento interativo, o
que permite ao usudrio editar, facilmente, as funcdes escritas nesta
linguagem de acordo com as suas necessidades (ULLAH et al., 2006). O
MATLAB® tem outras funcionalidades, como: acesso réapido as
ferramentas de analise de dados e otimizacgéo; fungdes para visualizaco
de dados(amplo recurso para plotagem de graficos) e recursos para se
criar aplicativos contendo uma interface grafica. O MATLAB® possui
ainda varios toolboxes especificos para modelagem e simulagdo em
varias areas das engenharias e ciéncias fisicas. Além disso, 0 MATLAB®
contém funcdes para a representacdo e manipulacdo de vetores e
matrizes multidimensionais. H& versdes do MATLAB® para VArios
sistemas operacionais, como MS-Windows, Linux, OSX entre outros.
Com estas caracteristicas é facil escrever scripts relativamente
complexos de forma rapida e compacta.

2.4.5.1 COBRA toolbox

A abordagem COBRA (em inglés: constraint-based
reconstruction and analysis) tem sido amplamente utilizada para
analisar as reconstruc@es de redes metabdlicas (Palsson, 2006; Price et
al., 2004). O COBRA é um pacote de software em execucdo no
ambiente  MATLAB®, que permite a previsio quantitativa do
comportamento celular, usando uma abordagem baseada em restri¢fes e
a Andlise de Balango de Fluxos (ABF). O problema de programacgéo
linear da analise de balanco de fluxo é resolvido usando GLPKMEX,
uma interface MEX do pacote glpk (GNU linear programming Kit)
(BECKER et al., 2007; SCHELLENBERGER et al., 2011).

Especificamente, este software permite calculos preditivos do
comportamento de crescimento tanto em regime estacionario quanto e
em dinamico, transiente. O conhecimento das vias metabolicas de um
organismo € um constante desafio para os cientistas devido a
complexidade nos processos celulares (BECKER et al., 2007,
SCHELLENBERGER et al., 2011).
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2.45.1.1 rBioNet

A extensdo rBioNet exige o0 COBRA toolbox como requisito e
esta inserida no ambiente de programagio MATLAB® (BECKER et al.,
2007; THORLEIFSSON e THIELE, 2011). Esta ferramenta ajuda a
carregar as reacfes e metabdlitos do modelo. Reconstrugdes
bioquimicas, montadas com rBioNet, podem ser convertidas em
modelos matematicos, e podem entdo ser investigadas utilizando
métodos baseados em restricgdo (THORLEIFSSON e THIELE, 2011;
Palsson, 2006). A extensdo possui uma interface intuitiva, em trés
partes: i) um criador de metabdlitos associado ao banco de dados; ii) um
criador de reacdo, e iii) um criador de reconstrugdo (THORLEIFSSON e
THIELE, 2011; THIELE e PALSSON, 2010).

2.4.5.2 GEnSys

Com o crescente avango da informacdo gendmica, perfis
metabdlicos e projetos de protedmica, engenheiros quimicos se deparam
com centenas de vias bioquimicas do genoma e redes de sinalizagao. Os
calculos classicos de engenharia metabdlica foram ampliados nos
altimos anos para incluir redes de regulagdo e andlises de vias
complexas, bem como para descrever a dindmica do sistema. O
Genomic Engineering Systems (GEnSys) foi implementado como um
conjunto de ferramentas do MATLAB®, criado pelo grupo Intelab/UFSC
e compreende varios modulos interdependentes que permitem a analise
e simulacéo de redes em um ambiente de facil utilizac&o.

Figura 3 — Interface do GEnSys 1.0 no ambiente MATLAB®
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Vérias abordagens tém sido propostas para estudar redes
metabdlicas, tais como Analise de Fluxo Metabolico (AFM) e Analise
de Balango de Fluxo (ABF). Infelizmente, esses métodos para analise in
silico destas redes ndo estdo disponiveis em facil entendimento para os
pesquisadores, particularmente aqueles que ndo tém experiéncia em
ferramentas analiticas e computacionais (OLIVEIRA, 2008).

Existem diversos modulos do GEnSys para a modelagem e
simulacdo de redes metabdlicas e reguladoras. A principal caracteristica
desta organizagdo em mddulos € que eles podem ser herdados por outros
modulos e estes podem usar todos os dados e métodos do modulo base.

Cada modulo pode usar os métodos e variaveis do modulo no
qual estd ligado, dentre eles, 0 médulo para a anélise de balanco de
fluxo e 0 mddulo para a analise de fluxo metabdlico. Existe também
maédulos que sdo ferramentas (toolboxes) auxiliares, como o COBRA
(constraint-based reconstruction and analysis) que faz analise de
balanco de fluxo estatico e dindmico (OLIVEIRA, 2008).

2.5 Gluconacetobacter hansenii ATCC 23769

A Gluconacetobacter hansenii (anteriormente denominada
Acetobacter xylinus) (LISDIYANTI et al, 2006), tem sido
extensivamente utilizada para sintese de celulose (BENZIMAN et al.,
1980; DEINEMA e ZEVENHUIZEN, 1971; ROSS et al., 1991;
SAXENA et al., 1994). Embora Brown tenha identificado a bactéria
Gluconacetobacter xylinus (G. xylinus), ja em 1886, como uma bactéria
produtora de celulose (BROWN, 1886), até hoje esta espécie é
reconhecida como a Unica capaz de produzir celulose em escala
comercial (BROWN et al., 1976; KLEMM et al., 2006). Esta bactéria
foi reclassificada de Gluconacetobacter xylinus ATCC 23769 para
Gluconacetobacter hansenii ATCC 23769 (YAMADA et al., 1997).

A G. hansenii é uma bactéria Gram-negativa, ndo-patogénica,
em forma de bastonete, estritamente aerébica que produz uma
membrana de celulose na interface liquido-ar do meio de cultivo. G.
hansenii produz celulose extracelular livre de lignina ou hemicelulose,
tornando-a uma excelente fonte de celulose pura (BACKDAHL et al.,
2008; BROWN, 2004; BROWN et al., 1976; IGUCHI et al., 2000;
WATANABE et al., 1998). Ela é capaz de converter varias fontes de
carbono em celulose, mas o seu mecanismo de sintese ainda ndo foi
completamente elucidado; presume-se, no entanto, que seja semelhante
ao da Gluconacetobacter xylinus, que comega sempre com O precursor
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de UDP-glicose e termina formando uma cadeia polissacaridica
(BODIN et al., 2007).

2.5.1 Celulose Bacteriana (CB)

Quimicamente a celulose € um homopolissacarideo linear, cuja
unidade estrutural, a celobiose, é formada pela unido de duas moléculas
de D-glicose unidas por ligagdes glicosidicas B-(1—4). Essas ligacOes
ddo um alinhamento linear para a molécula, o que permite a formagéo
de duas ligac6es hidrogénio intramoleculares dentro de cada residuo de
glicose: uma ligacéo liga 0 O(6) com o O(2)H do residuo seguinte e a
outra liga 0 O(3)H com o O(5). A ligagéo intermolecular de hidrogénio
liga as diferentes cadeias de celulose, a partir de O(3) para O(6)H
(Figura 4). A cadeia glicana pode ter de 2000 a mais de 5000 residuos
de glicose. A hidrdlise total da celulose produz moléculas de glicose,
enquanto que a hidrolise parcial produz moléculas de celobiose
(RAVEN et al., 2010).

Figura 4 - Representacdo das ligag8es de hidrogénio inter- e intramolecular da
celulose. Linhas tracejadas mostram as ligagGes de hidrogénio intermoleculares,
enquanto as linhas pontilhadas mostram as ligagoes de hidrogénio
intramoleculares (RAVEN et al., 2010).
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Grupos hidroxilas estabelecem interacBes tipo ponte de
hidrogénio intra e intermoleculares que sdo responsaveis pela rigidez da
cadeia, pela formacdo de nanofibras e estaveis e fazem com que a
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celulose seja insolvel em agua e na maioria dos solventes organicos
(KENNEDY et al., 1982). Na maior parte a CB consiste de agua (98-
99%), mas as propriedades mecanicas sdo resultados do conteido da
matriz das fibras de celulose, em que as células estdo incorporadas
(BACKDAHL et al., 2006; KLEMM et al., 2005).

O oxigénio é um fator importante para a produgdo de celulose.
Em culturas liquidas a bactéria, mesmo sendo estritamente aerdbia,
frequentemente cresce estaticamente e leva & formagdo de uma camada
na forma de membrana, também chamada pelicula, cobrindo a superficie
inteira. A membrana de CB formada na interface entre o meio de cultivo
e o ar em condigdes estaticas apresenta duas superficies com
microestruturas distintas. A membrana de CB formada na interface com
0 ar possui uma superficie formada por um arranjo altamente denso de
nanofibras de CB (lado denso) e a outra superficie possui um arranjo
anisotrépico e poroso de nanofibras de CB (lado poroso) (BACKDAHL
et al.,, 2006; BERTI, 2012; CHAVEZ-PACHECO et al., 2005;
CHENG et al., 2009; HORNUNG et al., 2006; JONAS e FARAH,
1998).

2.5.1.1 A biossintese de celulose bacteriana

Segundo estudos, a bactéria G. hansenii produz celulose por
duas raz6es: como subproduto do seu metabolismo e como mecanismo
de defesa do ambiente. Esse mecanismo permite que a bactéria flutue na
interface liquido-ar tendo acesso a oxigénio e nutrientes. A capacidade
desse microorganismo de se agregar e crescer em superficies expostas
forma um biofilme que é caracterizado por células, as quais se
encontram incorporadas na matriz, composta por substancias
poliméricas extracelulares (em inglés, exopolysaccharides, ou EPSs),
produzidas por elas proprias (FREITAS et al., 2011). A celulose
bacteriana é caracterizada por ter uma estrutura em forma de rede
tridimensional, onde as cadeias de celulose se agrupam por ligagdes ou
pontes de hidrogénio formando nano e microfibrilas.

O polimero (CB) é secretado para o ambiente extracelular da
bactéria e as cadeias sdo agrupadas em paralelo. A organizacdo das
fibras de celulose é consequéncia de seu mecanismo de biossintese, uma
vez que as cadeias sdo formadas por polimerizacdo em uma direcdo
especifica seguida da agregacdo espontdnea, enquanto ainda estdo
ligadas a superficie celular (MORGAN et al., 2013).
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A biossintese de celulose envolve varias enzimas reguladoras,
sendo que a mais importante desta via é a celulose sintase, que participa
na transicdo a partir de UDP-glicose para celulose. A enzima celulose
sintase é ativada alostericamente pela molécula diguanosina
monofosfato ciclico (c-di-GMP), formado a partir de duas moléculas de
guanosina trifosfato (GTP). A enzima é ativada por essa ligagdo,
transformando UDP-glicose em UDP enquanto sdo formadas as cadeias
B-1,4-glicanas, que sdo entdo utilizados para sintetizar a celulose (ROSS
etal.,, 1991; STRAP et al., 2011).

Figura 5 — Série de enzimas reguladoras na biossintese de celulose bacteriana.
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A polimerizacdo da glicose em cadeias envolve um complexo
presente na membrana celular, cujos genes estdo organizados em um
operon (conjunto de genes que se encontram funcionalmente
relacionados e controlados coordenamente), conforme mostra a Figura
7. O cluster de genes que desempenham o papel de producéo da celulose
é o operon acs. Ele contém trés genes principais, acsAB, acsC e acsD e
o0 produto final é a celulose sintase. O acsAB catalisa a formacdo de
celulose bacteriana; acsA é a subunidade catalitica que utiliza UDP-
glicose para formar a unidade béasica de celulose, enquanto que acsB
fornece uma subunidade reguladora que tem um dominio de ligacéo de
di-GMP ciclico. O gene acsC é o principal componente para a formagéo
do complexo de celulose sintase proposto para ser envolvido na
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exportagdo do polimero através da parede celular. O gene acsD esta
envolvido na cristalizacdo da celulose madura por clivagem entre as
cadeias de celulose e se propde a ter um papel na liberacdo do
crescimento do polimero a partir da célula (IYER et al., 2010).

Figura 7 — Subunidades da Celulose Sintase: operon acs
)
L
C

Exportacdo de Celulose

Cristalizag3o de Celulose

Membrana externa

Ligacéo c-di-GMP______

Membrana interna

7 Formacgdo de UDP

(Sitio de ligagdo c-di-GMP) L3
(UDP-glicose)

As perspectivas mais interessantes para o aumento de produgéo
das EPSs bacterianas sdo através de engenharia metabdlica ou
manipulacdo de genes que codificam as enzimas que catalisam as
reacbes nas vias, ou alterando as vias reguladoras que afetam a
expressdo génica e a atividade enzimatica (FREITAS et al., 2011).

2.5.1.2 Efeito das fontes de carbono na producdo de celulose
bacteriana

A producdo de celulose depende de varios fatores, tais como o
meio de crescimento, condicbes ambientais, e a formagdo de
subprodutos. Em meados da década de 1900, ficou comprovada a
necessidade de glicose e oxigénio na sintese de celulose bacteriana
(SCHRAMM e HESTRIN, 1954). O meio contém carbono, nitrogénio e
outros nutrientes necessarios para 0 crescimento de bactérias
(RAMANA et al., 2000).

A bactéria G. hansenii tem a capacidade de utilizar uma
variedade de substratos carbOnicos para a biossintese de celulose. Os
meios de cultivo bacterianos mais utilizados sdo constituidos
basicamente de uma fonte de carboidrato (sacarose, glicose, frutose,
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lactose ou manitol entre outros), além da utilizacdo do extrato de
levedura como fonte de nitrogénio (YAMADA et al, 1997).
Tradicionalmente a celulose bacteriana é produzida em culturas estaticas
utilizando a bactéria G. hansenii, que produz uma membrana de celulose
na superficie do meio de cultivo que pode ser cultivada até a formagéo
de uma membrana de varios milimetros de espessura.

Em geral, a glicose tem sido usada como uma fonte de carbono
para a producdo de celulose. Porém estudos relatam o uso de diferentes
fontes de carbono, simplesmente substituindo a glicose por glicerol,
manitol, frutose, galactose ou sacarose (MASAOKA et al., 1993;
MIKKELSEN et al., 2009; ROSS et al., 1991; SUWANPOSRI et al.,
2013).

O manitol é conhecido por ser convertido em frutose e, em
seguida, metabolizado por este organismo para a produgdo de celulose,
enquanto que a glicose e frutose sdo transportadas através da membrana
da célula e integradas na via biossintética de celulose (OIKAWA et al.,
1995; ROSS et al., 1991). Oikawa e colaboradores comprovaram que
sob as mesmas condicdes de cultura a quantidade de celulose a partir de
manitol foi trés vezes superior do que a partir de glicose para a bactéria
Acetobacter xylinum (OIKAWA et al., 1995)

2.5.1.3 Aplicacdes da celulose bacteriana

Nas ultimas décadas, inimeros avangos tém sido realizados na
area de biomateriais, o que foi favorecido pelo crescimento conjunto da
biologia celular e molecular. Estes biomateriais sdo novos materiais
projetados para substituir partes do corpo e permitir a recuperacdo de
funcdes bioldgicas afetadas por doencas ou acidentes (Palsson e Bhatia,
2004). O desafio neste caso € a concep¢do de scaffolds que interagem
com sistemas biol6gicos e promovam a adesdo e funcéo celular (FINK,
2009).

Diversos biopolimeros tém sido investigados como scaffolds,
dentre os quais se destaca a celulose bacteriana, CB (Svensson et al.,
2005). O scaffold deve mimetizar a matriz extracelular e guiar as células
no processo de formacdo do tecido (GODBEY e ATALA, 2002). No
entanto, a funcionalidade dos scaffolds pode ser alcangada para
diferentes tecidos, através de modificacdes das propriedades de
superficie, porosidade, e da prépria estrutura tridimensional. Entretanto,
0 requisito mais importante é a sua biocompatibilidade esta pode ser
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definida, de acordo com Williams como "a capacidade que um material
tem de realizar uma resposta apropriada do hospedeiro objetivando
aplicacBes especificas" (WILLIAMS, 1987). As aplicacGes biomédicas
da CB incluem, entre outros, substitutos temporarios da pele para
recuperacdo de ferimentos e queimaduras; sistema para liberacdo de
farmacos; producdo de vasos sanguineos, entre outros (CHENG et al.,
2009; CZAJA et al., 2006; CZAJA et al., 2007; FU et al., 2013;
KLEMM et al., 2001).

A CB pode ser moldada em estruturas 3D in vitro durante a
cultura. VariagBes estruturais, tais como a espessura e a densidade da
rede podem ser controladas por alteragdes das condi¢Bes de cultura.
(BACKDAHL et al., 2006; KLEMM et al., 2001). A Figura 8 apresenta
algumas das estruturas de celulose bacteriana obtidas variando-se
condicbes de cultura no Laboratério de Tecnologias Integradas -
InteLab, UFSC.
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Figura 8 — Estruturas de celulose bacteriana obtidas variando-se as condicGes de
cultura bacteriana.

(a) Membrana de CB obtida em cultura estatica (RECOUVREUX et al., 2008),
(b) Hidrogel de celulose bacteriana-3D de formato variado, produzido por G.
hansenii em agitador orbital sem tratamento de purificacdo (RECOUVREUX et
al., 2008), (c) a mesma estrutura gelatinosa que em (b) ap6s tratamento de
purificacdo (RECOUVREUX et al., 2008), (d) Vasos de celulose bacteriana em
seu aparato e depois de pronto (OLIVEIRA, 2011), (€) Membranas de celulose
bacteriana e suas camadas assimétricas percebe-se uma diferenca de densidade
de fibras da camada superior, formada em contato com o ar (mais
esbranquigada), e com a inferior em contato com o0 meio (mais transparente e
porosa) (BERTI, 2012), (f) Estrutura do hidrogel 3D — cocoon (Recouvreux et
al., 2011), (g) Macroestrutura de CB com fio de Nylon no interior (BERTI,
2012), (h) Membranas de celulose bacteriana sintetizadas em placas de Petri,
resultantes da adigdo de dextrina (CBDe) e glicose (CBGI) ao meio de cultura
(SILVA, 2012), (i) Esferas de celulose bacteriana obtidas em cultura agitada, (j)

Membrana de CB em cultura estatica sem tratamento de purificagéo.
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CAPITULO 3

METODOLOGIA

Neste capitulo estdo descritas as etapas do processo de
reconstrugdo  metabdlica em escala genbmica da bactéria
Gluconacetobacter hansenii, que consistiu primeiramente na utilizacéo
do genoma anotado do organismo para construgdo de uma rede
preliminar. Segue-se o processo de cura manual através do estudo do
metabolismo e vias bioquimicas, com foco na biossintese de celulose
bacteriana. A reconstrucdo é entdo convertida para um modelo
matematico que pode ser usado para diversos propositos. Utilizando-se
ferramentas computacionais foram realizadas diferentes simulagdes com
0 modelo metabdlico construido até a avaliacdo da rede e validagdo do
modelo tedrico. A Figura 9 resume a metodologia empregada, ou seja,
partindo-se do organismo alvo, a bactéria G.hansenii, mapear o seu
metabolismo e aplicar abordagens matematicas e ferramentas
computacionais que permitam realizar as analises propostas.

Figura 9 — Esquema geral da metodologia aplicada. A partir da bactéria G.
hansenii foi mapeado seu metabolismo e utilizado ferramentas computacionais
para analisar sua rede metabdlica.
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3.1 Reconstrucdo da rede metabdlica em escala genémica

O processo de reconstrugdo de um modelo metabdlico em
escala gendmica envolveu quatro etapas principais: (1) a criacdo de um
modelo inicial (draft), (2) a reconstrucdo desse modelo de maneira
detalhada, através da cura manual, (3), a conversdo para um formato
matematico e (4) avaliacdo da rede.

O protocolo desenvolvido e proposto por Palsson e seu grupo
para reconstrugdes de redes metabdlicas (THIELE e PALSSON, 2010)
consiste nestas quatro etapas principais. Ele € um protocolo bem
estruturado para organismos bem conhecidos e com abundancia de
informag6es experimentais. A bactéria G. hansenii, de nosso interesse,
por outro lado, tem fisiologia relativamente pouco conhecida. Para a
execucdo dos passos do protocolo foram realizadas algumas alteragfes
para realizar a reconstrucdo desta bactéria. Tais modificacbes serdo
discutidas ao longo das etapas. A Figura 10 apresenta as etapas do
processo de reconstrugéo.

Figura 10 - Etapas do processo de reconstru¢do metabdlica
Fonte: Traduzido de Thiele e Palsson, 2010.
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O fluxograma com as etapas pré-definidas do processo e as
principais ferramentas utilizadas encontra-se na Figura 11.

Figura 11 - Fluxograma representativo das etapas de construcéo da rede
metabolica.

| Genoma anotado da G.hansenii |

ETAPA 1 Reconstrucio automética (Draft) | - @ @
Pathway tools/ Model SEED !
it Draft da Rede Metabélica Cura manual
R em escala gendmica 3 r
\ o | o ‘-
—— (] Nl
ETAPA2 : bl o N
=1 Rede metabélica - A
T simplificada e refinada Tmf:::,::::f::‘?;::m €
“- l
ETAPA3 Modelo convertido para formato ‘;?E{'fg
Computacional COBRA/GEnSys Lo P \EXERY
55
ETAPA 4

3.1.1 Etapa 1 — Reconstrucdo preliminar — o draft do genoma

A primeira etapa de qualquer reconstrugdo em escala gendmica
é 0 uso do genoma anotado do organismo em estudo. Assim esta etapa
consiste dos seguintes passos:

1 — Obtencdo do genoma anotado: Os dados anotados da sequéncia
gendmica de G. hansenii (NCBI ID 714995) foram obtidos do banco de
dados GenBank do NCBI. A versdo mais recente disponivel
(ACCESSION Nz CMO000920, 3636659 bp, DNA circular, de
07/03/2013) foi baixada para garantir que as atualizacbes e correcdes
desde a publicacéo original do genoma fossem contabilizadas. Assim, a
qualidade do genoma anotado é crucial para a qualidade da
reconstrucgéo.

63
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2 — Montagem do draft - Esta etapa foi feita de maneira automatica,
utilizando duas ferramentas: Pathway Tools versdo 16.5 e 0 recurso
Model SEED, que apesar de ndo conter em seu banco de dados a
bactéria G. hansenii, através do RAST Server o genoma pode ser
submetido a um trabalho totalmente automatico, criando um banco do
organismo com diversas informaces, desde reacdes, vias, metabolitos e
genes. A insercdo desta ferramenta Model SEED foi uma modificagcdo
ao protocolo. Conforme a Figura 12 foi realizada a submissdo do
genoma anotado ao RAST Server.

Figura 12 — Trabalho submetido ao sistema do RAST.
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3.1.2 Etapa 2 - Cura Manual

A proxima etapa do processo foi a cura manual, que consistiu
em corrigir as eventuais inconsisténcias, uma vez que a extragdo das
reacOes metabdlicas foi realizada de forma automatica e ndo permite
estabelecer certas caracteristicas do organismo alvo. Logo, a cura
manual foi necessaria para adicionar e corrigir informacdes que o
processo automatico deixou escapar ou errou na reconstrucao inicial da
rede. Esse processo requereu uma pesquisa extensiva em bancos de
dados online, literatura e publicacfes disponiveis sobre o organismo.
Quanto mais informag@es disponiveis do organismo alvo mais realista a
reconstrucdo metabdlica.

Seguindo o protocolo ja desenvolvido os seguintes passos foram
realizados nesta etapa de cura manual:

1 - Refinamento do draft e montagem do modelo simplificado: Com
as informacdes geradas na etapa 1, avaliaram-se as reacdes em cada via
e organizou-se as informacdes em subsistemas para montar o0 modelo
simplificado. Com o intuito de compreender a producdo de celulose
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bacteriana foram identificadas as principais vias metabdlicas envolvidas
na sua biossintese (metabolismo core). A escolha das vias baseou-se na
obtencdo de dados da literatura através da consulta a livros-texto de
bioquimica e bancos de dados online relacionados com o género
Gluconacetobacter como, por exemplo, KEGG, IMG e o0s drafts
gerados no PatholLogic e RAST Server. Isso incluiu a analise de
diversas vias como: glicélise, gliconeogénese, ciclo dos 4acidos
tricarboxilicos (TCA), via das pentoses-fosfato, metabolismo do
nitrogénio, transporte de elétrons e fosforilagcdo oxidativa, biossintese da
celulose, além das reagfes de transporte e biomassa. Segundo Noor e
colaboradores (2010), excelentes modelos simplificados podem
corresponder a importantes aspectos bioldgicos, sendo o metabolismo
central o caminho minimo entre os precursores para a produgdo de
biomassa e energia. A escolha por um modelo simplificado foi uma
alteracdo ao protocolo.

2 - Determinagdo e verificagdo do uso de substrato e cofatores:
Através da literatura determinaram-se 0s substratos e especificidade dos
cofatores das enzimas no organismo. Recursos como 0 KEGG foram
utilizados para visualizar a associacdo das enzimas com as reagoes.
InformacGes de organismos com filogenia proxima, como
Gluconacetobacter xylinus e Gluconobacter oxydans foram utilizados.

3 - Determinacdo da férmula neutra e carregada para cada
metabdlito na reacdo e seu identificador: A férmula neutra e
carregada foi obtida a partir de varios recursos, incluindo, KEGG,
Brenda, PubChem, ChEBI e livros-textos (Figura 13). Cada metabdlito
teve pelo menos um dos seguintes identificadores: ChEBI, KEGG e
PubChem identificados e anotados. Muitas reconstrucBes disponiveis
utilizam esses identificadores para escrever as reacdes.
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Figura 13 - Interface dos bancos de dados: KEGG e Brenda.
% BRENDA ||

EC-Number| Enzyme Name || Organism || Protein || Fulltext | Ligand | Advanced search

Seacch | Display 10 [<] entries
@ KEGG  [x] Search| Help =

Please help us to improve BRENDA by answering & simple 11 question survey!

KEGG: Kyoto Encyclopedia of Genes and Gi

[Reaction & Specificity [Functional Parameters

& Main entry point to the KEGG web service
KEGG2 KEGG Table of C
¥ Data-oriented entry points.
KEGG PATHWAY  KEGG
KEGG BRITE BRITE
KEGG MODULE  KEGG
KEGG DISEASE M
KEGG DRUG or

KEGG GENOME G
KEGG GENES G
KEGG COMPOUND Small
KEGG REACTION _ Bioche

|Enzyme Structure

4 - Verificagdo da estequiometria e reversibilidade das reacdes:
Neste passo todas as reagdes do modelo simplificado foram corrigidas
estequiometricamente. Protons e dgua necessitaram ser adicionados as
reacOes. Os dados bioguimicos para 0 organismo sdo muito importantes
para determinar a reversibilidade da reacdo, mas podem ndo estar
disponiveis. De acordo com o protocolo novas abordagens estdo
disponiveis, tais como a estimativa da energia livre de Gibbs padrédo de
formacdo (4Gy) e de reagdo (4G,) num sistema bioquimico. Para isso
foram utilizados bancos de dados e a ferramenta eQuilibrator
(FLAMHOLZ et al., 2012) para analisar a reversibilidade das reagdes.
Com isto as restri¢fes termodinamicas foram respeitadas.

5 - Adicdo das informacdes do gene e localizagdo da reacdo. Alguns
genes foram identificados e anotados para futuras analises. Utilizou-se o
Genome Region do NCBI para identificar o gene das reacGes (enzimas)
a partir da localizacdo no genoma, obtida pelo draft gerado pelo Model
SEED.

6 - Adicdo das informacbes de subsistemas para as reagdes: Para
auxiliar na depuracdo e avaliacdo da rede a atribuicdo dos subsistemas
foi feita com base em livros de bioquimica ou com os mapas do KEGG.
Algumas vezes uma rea¢do ou uma enzima podem aparecer em VAarios
mapas e, portanto, o subsistema deve refletir sua principal funcéo.
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7 - Verificagdo das associacOes gene-proteina-reacdo (GPR): Indica
qual a funcdo de cada gene. Utilizando bases de dados especificos do
organismo e literatura as GPR foram construidas, mas ndo estdo
completas por falta de informacOes para este organismo. A maioria das
reacOes do modelo simplificado teve apenas seus genes identificados.

8 - Definicao de restricOes e adicdo de reacOes: Nesta etapa de cura
manual algumas restri¢cBes (constraints) sdo definidas no modelo, dentre
elas, restricdes estequiométricas (impostas pelo balango de massa) e as
restricbes termodinadmicas (através da reversibilidade e irreversibilidade
dos fluxos).

De acordo com o protocolo, durante a cura manual um passo
importante na reconstrucdo da rede metabdlica é a adi¢do de reagdes que
ndo sdo inferidas da anotacdo gendmica e que definem as condicGes de
contorno do sistema, conforme Figura 14, como:

o Reac0es esponténeas - Utilizou-se a literatura e bases de dados
(KEGG e Brenda) para identificar as possiveis reagdes espontaneas
a inclui-las na matriz. Foram incluidas apenas aquelas rea¢des que
tém pelo menos um metabdlito presente na reconstrugdo assim
minimiza-se o nimero de metabolitos sem saida (dead-ends).

o Reagdes de troca (Exchange reaction) - ReacOes de troca foram
adicionadas para todos os metabélitos extracelulares. As reacdes de
troca representaram os limites do sistema.

o Reagdes de transporte extracelular - Uma reacdo de transporte
necessita ser incluida (a partir do espaco entre a matriz extracelular
e o citoplasma) para cada metabdlito que entra ou deixa a célula.
Também se incluem reacbes de transporte para metabdlitos que
podem difundir-se através das membranas celulares.

o Reagdes de transporte intracelular - Nao foram adicionadas ao
modelo, pois apenas reconstrucfes com mdltiplos compartimentos
incluem essas reacoes.

o Reagdes de demanda - Sdo reacdes ndo balanceadas que permitem
0 acumulo de um composto. Este tipo de reacdo ndo é permitido
em modelos que envolvem o regime estacionario. Essas reagdes
sdo adicionadas durante as simulages para avaliar a consisténcia
da rede.

67



68

Capitulo 3 - Metodologia

Figura 14 - Definigdo das condices de contorno.
Fonte: Traduzido de THIELE, 2010
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9 - Adicdo da reacdo da biomassa: Uma das reagfes que precisa ser
adicionada ao modelo matematico é a reacdo da producdo de biomassa
(células). Em modelos metabolicos, a reacdo de biomassa é incluida para
permitir a simulacdo de crescimento e divisdo celular através da
producdo simultanea de todos os blocos de construcdo de moléculas
pequenas de biomassa (por exemplo, aminoacidos, lipidios, nucleotideos
e cofatores). A reacdo da biomassa representa assim a combinacgdo
ponderada dos componentes, formando a massa seca da célula e a
quantidade de ATP hidrolisado necessario para a producdo de energia
durante o crescimento e a manutencao celular.

Para escrever essa reacdo utilizou-se dados experimentais da
bactéria Gluconacetobacter xylinus (ZHONG et al., 2013). A partir da
demanda de todos os precursores a reacdo foi escrita e adicionada ao
modelo.

Outra reacdo adicionada ao modelo foi referente a manutencéo
de ATP associada ao ndo-crescimento (NGAM) que é definida como
uma demanda de manutencdo de ATP equivalente, sendo a unidade
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usual mmol ATP/ gDW-h] (gDW: grama de massa seca). Para isso, a
seguinte reacdo foi adicionada a lista de reagfes: 1 ATP + 1 H,O — 1
ADP + 1 Pi+1H.

Todas as informagfes obtidas durante a cura manual foram
registradas em planilhas de Excel® (Microsoft Corporation, Redmond,
WA, USA) utilizadas no processo de reconstrucao.

3.1.3 Etapa 3 - Converséo da construcéo metabolica para o formato

computacional

O modelo metabdlico construido e refinado apds a etapa de cura
manual foi convertido em uma representacdo matematica (matriz
estequiométrica) que permitiu implementar uma grande variedade de
ferramentas computacionais para analisar as propriedades da rede.

Nesta etapa foram adicionadas as restrigdes de capacidade que
sdo os limites superiores e inferiores, que definem o fluxo maximo e
minimo permitido para as reacdes. Neste caso, estas restricbes foram
utilizadas para definir a quantidade disponivel de substrato fixando um
fluxo méximo de uma das trés fontes de carbono e a auséncia das outras
duas na alimentacdo do sistema. Além disso, foram determinadas as
taxas de consumo das fontes de nitrogénio e fosfato de acordo com o
meio minimo definido.

As entradas da matriz estequiométrica sdo os coeficientes dos
metabdlitos nas reacBes, com valores negativos para metabdlitos
consumidos (substratos) e valores positivos quando 0s metabdlitos
produzidos ou secretados (produtos) (Figura 15).

Figura 15 - A matriz estequiométrica como centro do processo de reconstrucédo

metabdlica
Rede Metabélica Matriz
Estequiométrica
reagdo
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As propriedades da matriz estequiométrica foram investigadas
através de dois métodos de analise baseados em restricdes: a Analise de
Balanco de Fluxo (ABF) e Andlise de Fluxo Metabdlico (AFM).

Para a etapa computacional foram utilizados o software
MATLAB® e o0s toolboxes COBRA e GEnSys. O GEnSys foi
desenvolvido pelo grupo Intelab e foi adicionado ao protocolo para
realizar as simulacgdes (Figura 16).

Figura 16 - Toolboxes utilizados no ambiente MATLAB®:
COBRA e GEnSys.

4\ MathWorks

The openCOBRA Project

Welcome E I l Sys
News
2013.04.19: COBRA for Python 0.2.1 Released
2013.03.13: Human Metabolism Recon 2.0 Published
2012.10.18: PaintéNet added to the Foundry 9,

2012.08.07: The ME Generation in the Jacobs School News
2012.07.05: COBRA: The ME Generation Published

Links for Users by

Bugs and such

COBRA for MATLAB

Documenta wmioads Help-install Heip-Use Protocol
COBRA for Python aka cobra ol

O COBRA toolbox apresenta uma interface rBioNet (Figura 17)
onde foi possivel adicionar reacdes e metabdlitos, estequiometria,
compartimentos (citoplasma e meio extracelular) adequados e restri¢des.
O rBioNet é uma ferramenta Util para a verificagcdo da consisténcia da
estequiometria das reacdes, pois uma vez adicionados os metabdlitos, as
reacbes eram automaticamente editadas com a estequiometria
balanceada. Outras fun¢des do COBRA foram utilizadas, dentre elas, a
visualizacdo da matriz esparsa (sparse matrix).
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Figura 17 - Interface rBioNet mostrando o editor de reages e metabdlitos e o

criador de reconstrugdes
kT A e ———

RO BB O Comemtfoder LAMILBtocborcobe

2 Wt s Hew

O modelo construido no rBioNet foi convertido para SBML e
validado utilizando a ferramenta SBML validator. Este formato é uma
linguagem de marcagdo em reconstrucdes metabdlicas, e uma série de
ferramentas é capaz de processa-la.

Utilizou-se o CellDesigner para a visualizacdo da rede
bioquimica. Foi possivel construir diferentes layouts e visualizar todos
0s metabdlitos da rede e suas ligagdes.

A modificagdo no protocolo nesta etapa computacional foi a
insercdo do toolbox GENSys. Utilizando programacgdo linear para
resolver o modelo estequiométrico, o vetor de fluxo pode ser encontrado
através da especificacdo de uma funcéo objetivo que foi maximizada. As
simulacdes e visualizacdo grafica utilizando as abordagens de AFM e
ABF permitiram avaliar a consisténcia do modelo.
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3.1.3.1 AFM e ABF no GEnSys

As redes de reacOes metabdlicas sdo dificeis de modelar,
considerando todos os mecanismos de funcionamento do metabolismo a
ser detalhado em funcdo das previsbes quantitativas sobre a dindmica
celular. Além disso, os mecanismos das reagdes intracelulares sdo
complexos e ainda pouco compreendidos cientificamente; aliada a isto, a
falta de dados quantitativos referentes a dinamica intracelular, torna
dificil a construgdo de modelos estruturados complexos. Por isso 0s
modelos estequiométricos ignoram as dindmicas das reacdes
intracelulares e assumem que os metabolitos internos encontram-se no
regime estacionario. Esta hipdtese é suportada pela observacgéo de que a
dindmica intracelular é muito mais rapida do que a dinamica
extracelular. Portanto, é sensato ignorar 0 seu comportamento transitério
e considerar que o fluxo rapidamente alcanca o regime estacionario.

Para resolver o sistema de equagdes resultantes do modelo
foram utilizadas as técnicas de AFM e ABF para o crescimento de G.
hansenii em glicose, manitol e glicerol em condigbes aerdbicas
(oxigénio foi ajustado para ndo haver limitagdo). O modelo foi simulado
fixando as velocidades de consumo de glicose e manitol de 10
mmol/gDW™ h™, e para o glicerol de 20 mmol/gDW™ h™, ou seja, em
equivaléncia de carbomol, uma vez que glicose e manitol apresentam
seis carbonos e o glicerol com trés carbonos. Para a ABF foram
definidas as fungdes objetivo que mimetizam diferentes situacdes de
maximizagdo/minimizacdo que o organismo necessita em determinada
condicéo.

3.1.3.2 - FuncgGes Objetivo

Para cada condigdo existe uma fungdo objetivo mais relevante.
Funcdes objetivo cuidadosamente escolhidas alcangam intrinsecamente
boa previsdo ndo s6 em fungdo da fisiologia de crescimento, mas
também dos fluxos intracelulares. A escolha dessas funcdes objetivo
deve ser biologicamente consistente e relevante para o problema que
estéd sendo estudado.

Existem diversas possibilidades de funcdes objetivo para
sistemas biologicos. Foram avaliados diferentes cenarios considerados
relevantes para o presente estudo. Um caso geral (maximizacdo da
biomassa) que analisa o caso universal da maximizacdo do crescimento,
onde o objetivo é a produgdo de biomassa, ou seja, 0s compostos
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metabdlicos sdo preferencialmente convertidos em componentes da
biomassa. O segundo caso foi a maximizacdo da celulose, o produto de
maior interesse derivado da bactéria G. hansenii. O terceiro caso avaliou
a consisténcia do balanco através da maximizagdo dos metabdlitos
externos do modelo. Além disso, o modelo foi simulado limitando
alguns nutrientes do metabolismo da bactéria, como fonte de fosfato,
nitrogénio e oxigénio. No quarto e Gltimo caso, foi incluida uma reagédo
de demanda para cada metabolito da reacdo da biomassa e otimizada
para esse fluxo. A capacidade para sintetizar os precursores de biomassa
foi analisada através da adi¢do dessas reagdes. Normalmente as reacGes
sdo representadas da seguinte forma: DM_pep. Neste caso, DM_pep
refere-se & reagdo de demanda de fosfoenolpiruvato, e assim
sucessivamente para 0s outros precursores. Se algum metabdlito for
identificado e ndo for produzido, € necessario percorrer as vias
metabdlicas e determinar o motivo pelo qual ele ndo estd sendo
produzido.

3.1.3.3 - Meio minimo de crescimento

Foi adicionado ao modelo matematico o meio de crescimento
minimo da bactéria. Informacgdes sobre o meio utilizado foi essencial
para esta etapa computacional.

Foi necessario analisar alguns estudos experimentais para
avaliar a melhor composicdo e definicdo do meio minimo. Dentre os
meios de cultura citados na literatura para esta bactéria, foi escolhido o
meio de crescimento Yamanaka, cuja composicdo estd descrita na
Tabela 1 (RUKA et al., 2012; YAMANAKA et al., 1989). A escolha
pelo meio foi devido a complexidade da sua composicdo, 0 meio
Yamanaka apresenta uma composicao definida.

Tabela 1 - Componentes e concentracdo do meio Yamanaka (g/L).
Fonte: Adaptado de RUKA, 2012.

Fonte de carbono 50
(NH4)2SO4 5
KH,PO, 3

Foi prevista uma composicdo de meio minimo capaz de
suportar o crescimento de G. hansenii. Utilizando dados disponiveis na
literatura, diferentes combinacdes de metabdlitos foram adicionadas a
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rede metabdlica até o meio minimo in silico ser determinado, ou seja, a
producéo de biomassa diferente de zero. Para a determinacdo do meio
minimo, cada fonte de carbono entrava no modelo, uma por uma,
adicionando-se rea¢des de troca caso ndo houvesse uma correspondente
para simular o crescimento do modelo sob diferentes condi¢Bes
ambientais.

Para a simulagdo do crescimento aerébico em meio minimo, os
seguintes metabdlitos externos foram permitidos a entrar e sair da rede
livremente: NH,", O, H', PO,*, CO, e H,O. Todos os outros
metabdlitos externos, exceto os substratos testados foram autorizados a
deixar o sistema. Com o meio definido foram calculadas as taxas de
consumo das fontes de carbono, nitrogénio e fosfato para serem
utilizadas durante as simulages.

3.1.3.4 Ferramentas de bioinformatica

As plataformas online para pesquisas biol6gicas, os bancos de
dados bioldgicos e os softwares utilizados neste trabalho estdo listados
na Tabela 2 com seus respectivos links de acesso.

Tabela 2- Recursos online para a reconstrugao da rede metabdlica e 0s
respectivos links de acesso.

RECURSO URL

http://www.nchi.nlm.nih.gov/genome/?term=gluconacet

Sequencia obacter%?20hansenii

Gendmica NCBI

IMG — Integrated http://img.jgi.doe.gov/cgi-bin/w/main.cgi
Microbial Genomes

Kyoto Encyclopedia
of Genes and
Genomes (KEGG)

http://www.genome.jp/kegg/pathway.html

ExXPASyY
Biochemical http://www.expasy.ch/cgi-bin/search-biochem-index
Pathways
BRENDA http://www.brenda-enzymes.org
: i i ? =
Uniprot http://www.uniprot.org/uniprot/?query=gluconacetobact

er%?20hansenii&sort=score

SEED http://pubseed.theseed.org/
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Genome Region
NCBI

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/?term=GLUCON
ACETOBACTER%20HANSENII

eQuilibrator

http://equilibrator.weizmann.ac.il/

SBML validator

http://sbml.org/validator/

MATLAB®

http://www.mathworks.com

Pathway Tools
version 16.5

http://bioinformatics.ai.sri.com/ptools/

COBRA
(Constraint-based
reconstruction and
analysis) toolbox

http://opencobra.sourceforge.net/openCOBRA/Welcom
e.html

S&;;gﬁgg toolk http://glpkmex.sourceforge.net

it (GLPK)

\S/eBr'S\f;TE%I tiox http://www.sbml.org

IpIEC)Sg?::lannin g http://sbml.org/Software/libSBML

library 4.0.1

rBioNet http://sourceforge.net/projects/opencobra/files/cobra/fou
ndry/rBioNet/

GenSys http://www.intelab.ufsc.br/

3.1.4 Etapa 4 — Validacdo do modelo matematico

Com o0 modelo computacional buscou-se investigar as
capacidades metabdlicas e avaliar as propriedades sistémicas que elas
podem executar sob as restricdes conferidas a célula. Sendo assim, a
Gltima etapa no processo de reconstrucdo consistiu na verificacdo,
avaliacdo e validacdo da rede.

O modelo metabdlico foi testado, e realizaram-se diversas
simulacdes e andlises para avaliar a sua consisténcia. Por se tratar de
uma rede simplificada, grande parte dos gaps ja havia sido preenchida
durante a cura manual.
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Uma questdo importante € decidir quando parar 0 processo e
considerar a reconstrucdo como finalizada. Esta decisdo baseia-se
normalmente no proposito da reconstrucdo. Observa-se que o modelo
metabdlico mais completo atualmente é o da bactéria E.coli que vem
sendo investigado e aprimorado ha mais de 10 anos de pesquisa
(ALMAAS et al.,, 2004; EDWARDS et al., 2001; EDWARDS e
PALSSON, 2000; KESELER et al., 2005; ORTH et al., 2011; FEIST e
PALSSON, 2008).
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CAPITULO 4

RESULTADOS E DISCUSSAO

A perspectiva de compreender a relagdo entre 0 genoma e a
fisiologia do organismo foi um incentivo importante para reconstruir
redes metabdlicas. O protocolo desenvolvido por Thiele e Palsson
(2010) foi muito bem estruturado para redes metabdlicas em grande
escala e organismos bem estudados e com detalhados dados
experimentais. Para organismos com poucas informacdes relatadas sobre
suas capacidades metabdlicas, como a G. hansenii, as adapta¢fes no
protocolo foram necessérias para a reconstrucao da rede metabdlica.

A modelagem experimental in silico envolveu a combinagéo de
resultados biol6gicos da literatura associada a modelos de sistemas
bioldgicos baseados em computadores. Este tipo de estudo serve como
precursor para a pesquisa laboratorial experimental, permitindo aos
pesquisadores refinar suas metodologias experimentais com o objetivo
de aumentar a eficiéncia da pesquisa.

A primeira rede metabdlica core da G. hanseni seguindo os
passos definidos no protocolo revelou-se uma grande ferramenta. Os
primeiros passos do processo foram automatizados, no entanto, a cura
manual foi, como de praxe, trabalhosa, pois exigiu uma busca intensiva
das informac0es disponiveis.

4.1 Construcao do draft da rede metabolica da G. hansenii

Seguindo as etapas do processo de reconstrucdo, primeiramente
foi construido o draft do modelo. Partiu-se do genoma anotado da
bactéria G. hansenii no banco de dados GenBank do NCBI, conforme
apresentado na Figura 18.
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Figura 18 - Genoma anotado no Banco de Dados do NCBI
- Bl Resources ¥ HowTo ¥

Nucleotide Nucleotide  [«] [G!uconacetobacler hansenii ATCC 23769|
Save search Limits Advanced

Display Settings: (¥J Summary, 20 per page, Sorted by Default order

Results: 1 to 20 of 88

Gluconacetobacter hansenii ATCC 23789 chromosome. whole genome shotgun sequence
1. 3,636,659 bp circular DNA
AcC CN A 51557

O NCBI forneceu inimeras informacdes em relacdo ao
organismo conforme a Tabela 3. A Figura 19 refere-se a0 genoma
anotado da bactéria e os formatos disponiveis para exportar o arquivo do
banco de dados.

Tabela 3 — Dados e identificagdes da bactéria

Nome organismo G. hansenii ATCC 23769

Genoma ID 647000257
NCBI Taxonomia ID 714995
NCBI Projeto ID 43711
GenBank CMO000920
GOLD ID Gi05942
Tamanho Genoma 3.547.112 bp
Total de genes 3.351
Genes codificadores de proteinas (CDS)  3.308 (84% do genoma)
Genes de RNA 45

* Genes de tRNA 43

¢ Genes de rRNA 2
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Figura 19 - Genoma da bactéria e formatos disponiveis para exportar a
sequéncia gendmica

Nucleotide Nucleotide  [«] E
Limits  Advanced
Display Settings: & GenBank Send: ®
|
@ Complete Record
Gluconacetobacter hansenii ATCC 23769 chromosome, whole geno © Coding Sequences
Gene Features
sequence
NCBI Reference Sequence: NZ_CM000920. 1 Choose Destination
FASTA  Graphics @ File Clipboard g
Collections Analysis Tool
Goto:®
Download 1 items
oG NZ_CHM000920 3636652 bp  DNA circular CON -2 |
DEFINITION nacetcbacter hansenii ATCC 23763 chreomoseme, whole genome Format
GenBat
Summai i
GenBank
_| GenBank (full)
FASTA i
P
ASNA BioProject
XML Components (Core]
ORGANISH INSDSeq XML A
evins Emodmspirilialess TinySeq AML Full text in PMC
Feature Table Genome
REFERENCE Accession List
fyeron., osar., et Identical GenBank
Direct Submission Protein
Submivted ( 1 Biclogy, The Huck Instituces of
Life Scien Stace Univezsicv. 408 Althouss PubMed

Os dois arquivos gerados foram salvos para utilizacdo
posteriormente. Os arquivos apresentam estruturas diferentes conforme
apresentadas na Figura 20.

Figura 20 - Formatos FASTA e GenBank da G. hansenii

FASTA GenBank

>gi| 296163921 ref| NZ_CMooog20a| Gluconacetobacter
hansenii ATCC 23765 chromoseme, whole genome
shotgun sequence
TCATCACAGACACTACGCATAAGGGGCTATCACCCTCT
ATGGCCGGACTTTCCATTCCGTTCTGCTTCTTCTGCAAC
AATCACGGGCCTGTTCCGCGTICGCTCGCCACTACTAG
CGGAATCTCAATTGATGTCTTTTCCTCCGGGTACTTAG
ATGTTTCAGTTCCCCGGGTTCGCCTCATGCCCCTATGT
ATTCAGAACATGATACCCATCGCTGGGTGGGTTGCCCC
ATTCAGATATCCACGGATCAAAGCCTGCTCGEGGCTCC
CCATGGCTTTTCGCAGCGTGCCACGTCTTTCATCGCCT
CCTGGTGCCAAGGCATCCACCGAATGCCCTTATCGCGC
TCATTCACCACACATGCACAGGAGCCATCCACCCTGGG
GCAGACAGTCCCGCACATAAGAAAGTGCAGTTCATCTC
ACGACCACTCTATTCTCTTTACGTCGTCCATGTICGCTT
ACGCCACATCGCACAGCACGCAATACCCCGGTTCCCCG
GACCATCGCATGGGTCAGACCAACCCGCGACACGGCA
CGCACACAGACGCACCAACCTATTCACACTGACAAAGA
ACAAACTTACCAGACACCAAAAGCCGGCGCCGCATCGC
GACTGCCGGACAGATGTCCGATCTCTTTTCCCAAAACA
ACAATCATACACGCCTGGATCATCACCAGACCCCATCG
CATCCGGCATCGGGCAACCTGTGTGCATAATGCACAGE
AAAGGCCACCTGGTGGAGGCGGACGGGATCGAACCGA
CGACCCCCTGCTTGCAAAGCAGGTGCTCTCCCAGCTGA
GCTACGCCCCCGATGCTGATCCCGATGGTGGGCCAGGE
AGGACTTGAACCTCCGACCCCACGCTTATCAAGCGTGT
.. (continua)

LOCUS NZ_CMooogzo 3636650 bp DNA circular CON o7-

MAY-2013 DEFINITION Gluconacetobacter hansenii ATCC

23769 chromosome, whole genome shotgun sequence.
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KEYWORDS WGS; RefSeq.
SOURCE Gluconacetobacter hanseni
ORGANISM cetobacter h
Proteobacteria; Iphap bacteria,
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REFERENCE 1 (bases 1 to 3636659)
AUTHORS Iyer,P.R,, GeibSM., Kao T-H. and TienM.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (10-MAY-2010) Chemical Biology, The
Huck Institutes of Life Sciences, The Pennsylvania State
University, 408 Althouse, University Park, PA 16802, USA
COMMENT PROVISIONAL : This record has not yet
been subject to final NCBI review. The reference sequence is
identical to C1 Annotation was added by the NCBI
Prokaryotic Genomes Automatic Annotation Pipeline Group.
Information about the Pipeline can be found here:
v h static/F ne.htm
Please be aware that the annotation is done automatically with
litde or no manual curation. #5Genome-Assembly-Data-
START## Genome Coverage :* 22x Sequencing Technology *
454 ##Genome-Assembly-Data-END##

ATCC 23760

http://www.nchinlmnih.go

FEATURES  Location/Qualifiers  source  1.3636650
/organism="Gluconacetobacter  hamsenii ATCC  23769"
/mol_type—"gemomic  DNA"  /stram—'ATCC  33760"
Jeulture_collection="ATC! db_xref="taxon:714005"

... (continua)
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Para o desenvolvimento do primeiro draft foi utilizado o
componente PathoLogic do Pathway Tools e criou-se um novo PGDB
(Pathway/Genome Database), aqui denominado de GhaCyc contendo as
vias metabolicas da G. hansenii, utilizando como entrada os arquivos
GenBank/FASTA, previamente obtidos. ApoOs esse processo, 0 PGDB
da G. hansenii foi criado, conforme mostrado na Figura 21.

Figura 21 - PGDB da Gluconacetobacter hansenii criado no Pathway Tools a
partir do genoma anotado

[+ ] Pothuray Tool version 16

File Overviews Pathway Reaction Protein RNA Gene Compound Chromoseme Groups Tooks

[Siuconacetobacter hansenil <] [omo | [gack ] [ Fomars | [ Hsion | | | [cione |

Pathway Tools -- Available Databases

Organisms Pathways Genes (ORF %) Genome Size (bp) Citations Download|
Escherichia coli K-12 substr. MG16565 300 4623 (18.3%) 4,639,675 23908
Gluconacetobacter hansenii ATCC 23769 226 3351(32.7%) 3,636,659 629
Gluconacetobacter xylinus NBRC 3288 238 2885 (24.5%) 609
MetaCyc 1928 8319 (0.3%) 0 33647
L Pathway Tooks version 16
File Overviews Pathway Reaction Protein RNA Gene Compound Chromosome Groups Tools Help
Gluconacetobacter hansenii jl Forward Il I
Gluconacetobacter hansenii
Strain: ATCC 23769 GhaCyc version: 1.0
Generate Pathway Evidence Report [ cenerate pathway Hoe Report | [ Recompute statstes |
Authors: Samara Silva de Souza, UFSC-Brazil
Replicon Total Genes  Protein Genes RNA Genes Pseudogenes Size (bp) NCBILink
GEN-EL203304 3351 3308 43 0 3,636,659
Pathways: 226

Enzymatic Reactions: 1255
Transport Reactions: 4

3308
exes 0
Enzymes m
Transporters 2
Compounds: 955
Transcription Units: 0
RNAS: 43
Taxonomic lineage: cellular organisms, Bacteria i i
hansenii group. hansenii hansenii ATCC 23769

Unification Links: NCBI-Taxonomy:714995

Genetic Code Number

Com a construcdo do draft no Pathway Tools foi possivel
visualizar as vias, reacdes, metabdlitos e genes. As vias importadas sao
baseadas no nimero de reacBes Unicas e ndo-exclusivas presentes no
genoma. Quando o PathoLogic terminou a sua execugdo, no entanto,
algumas destas reacGes permaneceram sem associagdo com sequéncias
genéticas do genoma utilizado. Essas reacdes sdo susceptiveis de existir
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no organismo para completar a rede metabdlica, mas as evidéncias
experimentais permanecem indisponiveis; assim estas vias permanecem
identificadas como gaps no banco de dados do organismo. As reagdes
de transporte intracelular e extracelular, de formacdo de biomassa e de
transporte precisaram ser adicionadas manualmente.

As Figuras 22 e 23 se referem as visualizacbes da rede
metabolica da G. hansenii do projeto GhaCyc, construido pelo autor. Os
retangulos representam os compartimentos celulares e as linhas azuis
s8o reagdes de conexdo com compostos quimicos. Como pode ser visto,
existem algumas reagdes ndo agrupadas nas vias e, inclusive, algumas
reacOes aparecem desconectadas do resto da rede. Além disso, é possivel
acessar vias, genes, reagdes, metabdlitos, reagdes em multiplas vias,
reacBes sem o numero EC, dead-ends, entre outras visualizagfes, para
facilitar o entendimento da rede.

Figura 22 - Visualizagdes das vias no Mapa celular (Cellular overview)
| Gluconacstobacter hansenil ATCC 23769 = L”L“_IL] ][\_ul \;\1
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Figura 23 - Componentes do mapa celular destacados nas vias
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Além do mapa celular, os dados de GhaCyc foram visualizados
em um mapa gendmico, conforme mostrado na Figura 24. Esse tipo de
informag&o serd muito Util futuramente para os estudos dos mecanismos
reguladores. A inclusdo de informacBes de interacdes reguladoras que
torna a rede mais complexa é um passo importante para o futuro
desenvolvimento do modelo. Neste mapa 0s genes podem ser
identificados quanto a sua localizagdo no genoma.

Figura 24 - Visualizagdes do Mapa gendmico (Genome Overview)
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A plataforma Pathway Tools permitiu exportar o draft do
modelo em SBML usando um utilitario de exportacdo de arquivos. O
utilitario consultou todas as reaces e metabdlitos dentro do PGDB, e
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reescreveu as respostas para um formato SBML. A Figura 25 é referente
a estrutura do arquivo SBML gerado.

Figura 25 - Visualiza¢do do arquivo SBML do modelo gerado

% -9x9/abml /level2” versio
cd from BioCye

Pper_gbH_per_hr"s

alimount="1000" compartment="CCO_43_CYTOSOL"
DA seguent in reverse orientation

name="a DNA segment:

45_Segment__45_ Placehelder”

ralse
fional Junction:
of two intact strands

(1-L-Lysyl
UDP-N-aCetYINOXANYL-L-Ala: C23HIINAO20P2" 1 ="CCO__45__CYTOSOL™ bouw
-al: atanvl-mese-2, alanine-diphosphonndecaprenel: CBTHLINNTO232
-L-alangl latamyl-L-lysyl- D-alanyl-diphesphosndecaprencl: CO3IH135NE02

al L-lysvl- D-alanyl-D-a
-L-alanyl :

Utilizando funcdes disponiveis no COBRA toolbox, este arquivo
foi convertido para uma planilha do Excel (Figura 26). Os arquivos em
formato SBML e as planilhas Excel sdo os formatos mais utilizados em
reconstrucfes metabdlicas. Através da planilha foi possivel visualizar as
reacOes e metabdlitos da rede preliminar gerada no Pathway Tools.
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Figura 26 - Planilha gerada com as informag0es de metabdlitos e reagdes

A

e

1 [Boname

IRxn description

2 RXN_45_2083
3 MALTODEG__d5_RXN

4 246 7_a6_7_s6_8_45_RXN

S RXNO_as_6522

6 RXNO_a5_6523

7 3_46_1_46_26_46_12_45_RXN

8 RXNO_a5_6524

9 RXNO_45_6521

10 DNA_45_DIRECTED_45_RNA_45_POLYMERASE_45_RXN
11 GLUTRNAREDUCT_45_RXN

12 2_46_39_46_1_d6_1_45_RXN

13 RXN_45_12104

15 RXNO_45_1342

16 METHIONYL_45_TRNA__45_FORMYLTRANSFERASE_45_RXN
17 _6_46_3_46_5_46_6_45_RXN

18 6_46_3_46_5_a6_7_a5_RXN

19 TRNA_45_NUCLEOTIDYLTRANSFERASE_45_RXN

20 RXNO_45_6482

21 TRNA__45_CYTIDYLYLTRANSFERASE_45_RXN

22 LEUCYLTRANSFERASE__45_RXN

23 3_46_1_46_13_46_5_dS_RXN

24 RXNO_45_6484

25 RXN_45_1961

26 RXNO_45_6480

27 RXNO_45_6274

28 QUEUOSINE_45_TRNA_45_RIBOSYLTRANSFERASE_45_RXN
29 RXNO_4s_1321

30 AMINOCYL_45_TRNA__45_HYDROLASE_45_RXN

31 RXN_45_12460

__PSEUDOURIDINE_45_SYNTHASE_45_I_45_RXN

2" Pbn3 | reactions . metabokes _ %3

18 TRNA_45_GUANINE_4S_N7_45___ 45_METHYLTRANSFERASE_45_RXN

RXN-2043
MALTODEG-RXN

2.7.7.8RXN

RXNO-6522

RXNO-6523

3.1.26.12-RXN

RXNO-6524

RXNO-6521
DNA-DIRECTED-RNA-POLYMERASE-RXN
GLUTRNAREDUCT-RXN
29.11-RXN

RXN-12104

c
Formula
CELLULOSE + WATER <=> Cellodextrins
MALTOHEXAOSE + MALTOSE <=>CPDO_45_1133 +GLC
Pi <=>RNA_45_Holder + Nucleoside_4s_Diphosphates
95_45_RANA <=>55_45_RNAS +2 SsRNAS
RNASE_45_G_45_DEGRADATION_45_SUBSTRATE__45_MRNA <=>

RNASE_45_E_45_DEGRADATION__45_ SUBSTRATE_45_ MRNA <=>
RNASE_45_II_45_POLY_45_A_45_SUBSTRATE_45_MRNA <=>R|
RNASE_45_E_45_MRNA_45_PROCESSING_45_ SUBSTRATE <=>R|
Nucleoside_45_Triphosphates <=>PPI +RNA_45_Holder

Charged_45_GLT_45_tRNAs + NADPH ->GLUTAMATE_45_1_45_J|
SEPO3 +L_45_seryl_4s_SEC_4S_tRNAs ->Charged_45_SEC_45 |
tRNAs_45_containing_45_epoxy_45_quenosine ->tRNAs_45_w|
_45_in_45_tRNA+S_45_ ADENOSYLMETHIONINE <=>tR

RXNO-1342
METHIONYL-TRNA-FORMYLTRANSFERASE-
6.3.5.6RXN

6.3.5.7-RXN
TRNA-NUCLEOTIDYLTRANSFERASE-RXN
RXNO-6482
TRNA-CYTIDYLYLTRANSFERASE-RXN
LEUCYLTRANSFERASE-RXN

3L135RXN

RXNO-6484

RXN-1961

RXNO-6480

RXNO-6274

tRNA_45_with_45_7_as_aminomethyl_as_7_as_deazaguanin
10_45_FORMYL_45_THF +L_45_ methionyl_45_tRNAfmet <=>TH]
GLN+L_45_aspartyl_45_tRNAAsn + ATP + WATER -> GLT + Charged_|
L_45_glutamyl_45_tRNAGIn + GLN + ATP + WATER -> Charged_45_|
Pi <=>RNA_45_Holder + Nucleoside_45_Diphosphates
CPDO_45_2353 + Pi ->tRNAS + Ribonucleoside_45_Diphosphates
1RNA__45_precursors +2 CTP + ATP <=>tRNAs_45_with_a5_CCA +3}
General_a5_Protein_45_Substrates + Charged_45_LEU_45_tRNAY
tRNA_45_ precursors <=>Nucleoside_45_Monophosphates + tRNA_|
CPDO_45_2353 -> Nucleoside_45_Monophosphates + tRNAs
tRNA_45_lle2 +LYs + ATP <=> Lysidine_45_tRNA_45_lle2+2 PROT
CPDO_45_2354 -> tRNAS + SSRNAS

CPD_45_4211+1RNA_45_ Holder <=>tRNA_45_Containing_45_6|
45_in_45_tANAS + QUEUINE + PROTON <=>GUANINE + 1|

RXNO-1321
AMINOCYL-TRNA-HYDROLASE-RXN
RXN-12460
TRNA-PSEUDOURIDINE-SYNTHASE-1-RXN

d_a5_Aminoacyl_45_tRNA + WATER <=>N_45_]
Charged, _45_tRNAS + WATER ->ASN + ASN_45_tRNAS +2
RNA ._45_38_45_40 <=>tANA_45_pseudour

Além da plataforma Pathway Tools, utilizou-se a ferramenta

Y

Model SEED, que foi adicionada a primeira etapa do processo e
complementou as informag@es obtidas pelo Pathway Tools. Como a G.
hansenii ndo se encontrava nos bancos de dados do Model SEED, o
genoma desta bactéria foi submetido ao RAST Server, um dos
ambientes do SEED, para gerar o banco de dados correspondente. O
sistema forneceu informacges Uteis nesta etapa de construgdo do draft e
também contribuiu para a etapa de cura manual. Os arquivos gerados
por ambas as plataformas serviram para gerenciar os dados de cura

manual.

A Figura 27 apresenta as funcionalidades do sistema, sendo
possivel também exportar 0 modelo nos formatos SBML e Excel. E
gerado um banco de informagdes com reagdes, metabdlitos e genes.



Capitulo 4 — Resultados e Discussio

85

Figura 27 - Visualizacdo da pagina principal dos resultados obtidos com o

type hare 10 568 calatle models

(Example search: bacllus’, olf, SeedR5062.17)

RAST Server
Selected madels and run FBA | Model | user models | Model I s I
e

Model 1D Organism Version  Source  Class  Genome  Model Reactions  Goofling  Ganfilling  Compounds  Dawnload
size genes with genes  Reactions  Medla
W Seed?14895.5,106172 Ghuconacetobacter RAST Gam_ 3636KB 751 a0 1996 Complete -1 e
hansenii ATCC 23769 negative 13,566 1996 2h=g
e =
Click here to run FBA on selected madels
uap  |Readions | compounds | Biomass Components (Genes
Map Select ok to shafhida |

O

s T

displaying 1 -6 of 247

ot st

W Gapfiled
Wiransported W Represented

Subsystem Feature Counts.

9 Cofactors, Vitaming, Prosthetic Groups, Pegments (193)
Cel v

@8 Mscelaneous (24)
@ Phages, Prophiges, Trandpossble slmsnts, Plamids (0)
8/ Membrane Transport (80)

Com as informacfes obtidas pelo Model SEED foi possivel
visualizar os subsistemas e gerar fluxogramas das vias do organismo. O

interesse nesta etapa foi

identificar algumas peculiaridades do

organismo e auxiliar posteriormente na etapa de cura manual.
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4.2 Cura manual do draft gerado

Essa etapa do processo foi a mais extensa, pois houve a
necessidade de incluir diversos detalhes a analise. Ap6s a escolha das
vias que definiram o modelo simplificado da bactéria, a cura manual foi
realizada seguindo todas as etapas definidas pelo protocolo.

Foi realizada uma extensa revisdo do organismo em bancos de
dados, sendo que a plataforma IMG foi muito utilizada por conter
informagdes referentes a esta bactéria (Figura 28). O uso dessa
plataforma foi uma modificagdo do protocolo. O IMG ¢ integrado com
diversos bancos de dados e forneceu informagdes Uteis do organismo.
Por exemplo, a identificagdo do ID da taxonomia foi muito importante,
pois existem diversas bactérias do género Gluconacetobacter e o
namero é um identificador da linhagem em estudo.

Figura 28 - Busca em bancos de dados do organismo - IMG

Quick Gecome Search

Genome Browser

Add Selected to Genome Cart Select All Clear Al View Phylogenetically

Filter column: | Proposal Name =] Fiter text [=]: giuconacetovacter

Export | oo

Selet _Domain o Statu 10 G me / Sample Nam: Center Genome Sie Gene Count

Uma rede metabolica pode apresentar um nivel variado de
detalhes, como uma grande quantidade de reacOes, informacGes de
regulacdo, informacdo espacial das reagdes, como compartimento
celular, entre outros dados. Uma reconstrugcdo completa de um
organismo como a G. hansenii que possui poucas informacdes
experimentais relacionadas ao seu metabolismo pode levar anos para ser
finalizada, exigindo assim um grande esforco por parte dos
pesquisadores.



Capitulo 4 — Resultados e Discussio

87

4.2.1 Montagem da rede metabdlica core

Com as informagGes obtidas das plataformas Pathway Tools e
Model SEED, iniciou-se o processo de cura manual. As reacdes
apresentavam estequiometria incorreta ou desequilibrada em funcdo da
auséncia de reacdes e erros provenientes do genoma anotado, uma vez
gue o genoma disponivel ainda continha gaps.

As reacOes dos subsistemas definidos para o modelo
simplificado foram anotadas e refinadas. Os metabdlitos foram
organizados em dois compartimentos (citoplasma e extracelular) com
base na localizagdo das enzimas associadas a cada via. Os cofatores e a
reversibilidade das reacGes foram compilados a partir de informagdes da
literatura. Para cada metabolito, a carga, a formula e informacdes de
identificagdo foram anotadas. O nimero de classificacdo das enzimas
(EC number), i.e., o nimero identificador da reacdo bioguimica, foi
anotado e os genes foram identificados. Todas estas informag6es foram
compiladas em planilhas Excel.

Com a ferramenta Model SEED, os subsistemas definidos para
construir o modelo metabdlico simplificado foram gerados.

Glicélise e Gliconeogénese

A Figura 29 representa o subsistema glicolise e gliconeogénese,
responsavel pela conversdo de glicose (I) a piruvato (XI). Os blocos
verdes referem-se as vias realizadas pela Gluconacetobacter hansenii;
as linhas vermelhas representam as enzimas glicoliticas irreversiveis; e
as linhas azuis sdo enzimas gliconeogénicas.
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Figura 29 - Subsistema glicolise e gliconeogénese da G. hansenii.
Fonte: Model SEED
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Analisando as informagfes obtidas nos fluxogramas, a Figura
29 mostra uma indicacao de irreversibilidade da rea¢do do composto 111
(frutose 6-fosfato) para composto IV (frutose 1,6-difosfato). A
fosfofrutoquinase é uma das enzimas chave na via Embden-Meyerhof-
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Parnas (EMP) e é responsavel por catalisar a formagédo de frutose-1,6-
difosfato a partir de frutose-6-fosfato na glicélise, mas ela se encontra
ausente ou apresenta baixa atividade na Gluconacetobacter.

Segundo Ross (1991), a G. hansenii é incapaz de metabolizar a
glicose anaerobicamente devido a caréncia da fosfofrutoquinase. Desta
forma a sintese da celulose resulta de um pool metabdlico de hexose
fosfato que é sustentado diretamente pela fosforilagdo de hexoses
exogenas e indiretamente pela via das pentoses e gliconeogénese.

As trés maiores vias metabdlicas da célula sdo: as rotas
Embden-Meyerhof-Parnas (EMP ou gliclise), via das pentoses fosfato
(PPP) e Entner-Doudoroff (ED) que sdo responsaveis pela conversao de
glicose a piruvato. A primeira etapa destas rotas metabdlicas, referente &
conversdo de glicose a fosfogliceraldeido, ocorre através de diferentes
vias. Num segundo estagio, o fosfogliceraldeido é convertido a piruvato.
O piruvato também pode ser convertido a acetil-CoA, passando pelo
ciclo dos &cidos tricarboxilicos onde é oxidado em didxido de carbono
nos organismos aerdbicos como a G. hansenii.

A sintese da celulose, a partir de fontes endogenas, se da a partir
da gliconeogénese que, em G. hansenii, ocorre a partir do oxalacetato,
via piruvato, devido a um mecanismo de regulacdo ndo comum das
enzimas oxalacetato descarboxilase, e a piruvato fosfatodiquinase, que
converte o piruvato a fosfoenolpiruvato. A reacdo de sintese de CB
constitui um processo que sobrecarrega a célula, consumindo parte do
ATP gerado no metabolismo bacteriano. Assim, a energia empregada
para a sintese da CB é proveniente do metabolismo aerobio.

Via das pentoses e Ciclo dos &cidos tricarboxilicos

A biossintese da celulose bacteriana depende de duas vias
anfibolicas importantes (que envolvem catabolismo e anabolismo), a via
das pentoses (Figura 30) e a via do ciclo dos acidos tricarboxilicos que é
fonte de importantes precursores metabélicos (Figura 31).
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Figura 30 - Via das pentoses fosfato da G. hansenii. Fonte: Model SEED
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Figura 31 - Ciclo tricarboxilico da G. hansenii. Fonte: Model SEED
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A Figura 32 apresenta a via Entner-Doudoroff da G. hansenii
que utiliza um conjunto de enzimas diferente da glicolise para
catabolisar glicose (1) a piruvato (XI): enzimas fosfogluconato
desidrogenase e 2-ceto-3-desoxi-6-fosfogluconato aldolase. Analisando
esta via evidencia-se que esta bactéria pode oxidar glicose diretamente
na forma de gluconato (XI11). Dependendo das condi¢des ambientais, o
acido gluconico se acumula no sistema, o que foi comprovado através
da analise de fluxo metabdlico durante as simulagdes, mostradas
adiante.

Figura 32 - Via Entner-Doudoroff (ED) da G. hansenii. Fonte: Model SEED
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Transporte de elétrons e fosforilacdo oxidativa

A celulose bacteriana é formada na interface entre 0 meio de
cultivo e o ar, assim entender a respiracao deste organismo e as reagdes
envolvidas é de interesse fundamental. Foram identificadas na G.
hansenii as enzimas responsaveis pela transferéncia de elétrons do
NADH para ubiquinona (ou coenzima Q), de ubiquinol para o citocromo
c, e do citocromo ¢ para o oxigénio.

A Figura 33 mostra a cadeia de transporte de elétrons, onde
ocorre a fosforilacdo oxidativa. Todas as bactérias ttm uma membrana
plasméatica onde ocorre a oxidacao fosforilativa, uma vez que bactérias
nao possuem mitocdndrias. O NADH e succinato gerados no ciclo dos
acidos tricarboxilicos sdo oxidados liberando energia para a ATP
sintase. O complexo | (NADH-desidrogenase) catalisa a transferéncia de
elétrons do NADH para ubiquinona. O complexo Il (Succ-
desidrogenase) catalisa a transferéncia de elétrons do succinato para
ubiquinona. O complexo Il catalisa a transferéncia de elétrons da
ubiquinona para citocromo c. E o complexo IV (citocromo oxidase)
catalisa a transferéncia de elétrons do citocromo c para o oxigénio. Os
elétrons sdo transferidos entre diferentes carreadores e a cada
transferéncia de elétrons, um nimero de prétons é bombeado para fora,
e esses retornam para o interior da membrana interna através de poros de
prétons associados com a enzima ATP sintase. Esse movimento de
prétons pelos poros fornece a energia necessaria para a sintese de ATP.

Figura 33 — Cadeia de transporte de elétrons e fosforilagdo oxidativa.

O

| Membrana Externa |

( ) Membrana Interna

ATP
Synthase

ADP + P; . ATP

o, H

MATRIZ

Succinate

| Membrana Externa




Capitulo 4 — Resultados e Discussio

93

Reacdo da biomassa

A reacdo de proliferacdo celular, isto €, de produgdo de
biomassa foi escrita de acordo com dados experimentais obtidos para a
bactéria Gluconacetobacter xylinus (ZHONG et al., 2013), conforme
parametros apresentados na Tabela 4.

Tabela 4 — Demanda dos precursores para G. xylinus (Zhong et al., 2013)

Precursor G6P  F6P R5P E4P G3P 3PG PEP

mmol/g 0,205 0,052 0,870 0,233 0,269 1,253 0,509

Precursor PYR ACCOA AKG OAA NADH NADPH CO2

mmol/g 3,113 2,407 1,415 1,726 4,669 15,779 2,811

Uma funcdo importante da célula é a producdo dos chamados
compostos precursores, ou buildingblocks. Sdo esses precursores que
podem gerar tudo dentro da célula desde seu DNA até as membranas
celulares. 1Isso significa que a grande maioria das rea¢des da G. hansenii
em algum momento forma e/ou consome essas substancias em suas
etapas de reacdo. Portanto, um modelo que inclui a formagédo e consumo
desses precursores é de grande interesse fisiologico.

Em nosso estudo, a reagdo da biomassa foi modificada para
incluir prétons internos e agua. A quantidade de 4gua necessaria é igual
a quantidade de ATP hidrolisado para satisfazer o requisito do
crescimento associado a necessidade de ATP. A hidrélise do ATP
resulta na produgdo de um préton, enquanto a utilizagdo de NADPH e
NADH consome um préton, o que resulta na producdo de prétons da
reacdo a biomassa. Ou seja, todos os precursores somados as moléculas
para se realizar oxidacGes (NAD), reducdes (NADPH) e fornecer
energia (ATP), resultam em 1 mol de biomassa, que é a quantidade de
biomassa produzida com esses compostos.

Experimentos com a bactéria em questdo, dirigidos as
necessidades metabdlicas para a sintese de biomassa e manutengdo
associados e ndo-associados ao crescimento, sdo de grande interesse
pratico, mas atualmente inexistentes. A grande dificuldade de se
descrever a reacdo da biomassa deve-se a que todos os precursores da
reacdo precisavam estar sendo produzidos pelo sistema do contrario o
modelo ndo é consistente. Durante as simulac@es com o GEnSys foram
adicionadas reagdes de demanda que avaliam se 0s precursores estdo
devidamente produzidos e/ou consumidos pela célula.
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4.2.2 Vias do metabolismo core da G. hansenii

De modo simplificado a rota metabolica da bactéria G. hansenii
para a biossintese de celulose bacteriana a partir de glicose, manitol e
glicerol pode ser vista na Figura 34.

Figura 34 - Modelo simplificado da rota metabdlica para a biossintese de
celulose a partir de glicose, manitol ou glicerol por G. hansenii.

Membrana Membrana

Citoplasmatica Gluconato-6-P , Ribulose-5-P Citoplasmatica
v \ —

AN

Pa‘relde N . ~ Parede
celular Xilulose-5-P *~, ~ Ribose-5-P celular
_ Gliceraldeido-3-P  «~ “+ Sedoheptulose-7-P

) Glicose s =
Glicose - T - Glicose — Glicose-6-P  « ) Frutose , Manitol Manitol
* Permease
Fructvie-ﬁ-P Eritrose-4-P+— —
Poro de extrusdio r =
N __ Glicose-1-P “vXilulose-5-P
~ute !
Fructose-1,6-DiP
Subunidade
de cristalizagio Pet—e " P
T UDPG- pirofosfarilase I
" Celulose Sintase 3.p-glicerato {

o Glicerol
Microfibrilas "
de celulose Citoplasma 2-p-glicerato Glicerol-3-P < . Glicerol

Piruvato #hosphoenolpyruvate
Acetil-CoA
[ ATP
27T
’ —
roTCA Pad H20
\ ' {
CadeiaRespiratoria e N
02 R %02

Tendo identificado as principais reacfes necessarias para
mimetizar o metabolismo da G. hansenii, foi construida a rede com as
vias para o metabolismo core, conforme Figura 35. As reacdes
correspondentes ao modelo apresentado encontram-se no Apéndice C.
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Figura 35 — Representacdo da rede metabdlica simplificada da G. hansenii.
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4.3 Conversdo da construcdo metabdlica para o formato
computacional

Através das etapas anteriores foram incorporadas as restrigdes
com relacdo & estequiometria (balango quimico), a termodindmica (a
questdo da reversibilidade das reacdes) e a fisiologia (com respeito aos
cofatores utilizados e a composicdo da biomassa). O produto dessa
investigacdo gera um sistema de equagfes que descreve o metabolismo
da célula envolvendo os metabdlitos de interesse.

O modelo proposto consiste de uma rede representada
matematicamente, através da matriz estequiométrica, considerando-se as
condi¢Bes de contorno e restricbes nas reacdes envolvidas. O modelo
final proposto como core consiste em 75 metabdlitos e 74 reagdes. A
hipttese de regime estacionario pode ser aplicada para 60 metabdlitos,
resultando em uma matriz estequiométrica de 60x74.

A tarefa confiada a programas de anélise de vias metabdlicas
como 0 COBRA e GEnSys foi a de encontrar possiveis solugdes para
esse sistema que digam quais sdo os possiveis fluxos de todas as reagdes
envolvidas.

No COBRA toolbox, a partir da interface rBioNet, 0 modelo
construido foi salvo como um modelo de reconstrugdo em uma estrutura
de matriz estequiométrica. A Figura 36 ilustra os principais campos
contidos na estrutura. As informagdes ficaram armazenadas em
submatrizes.

Figura 36 — Componentes da estrutura do Modelo no MATLAB®
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O modelo construido no rBioNet foi convertido para SBML
uma linguagem muito utilizada em modelos computacionais de
processos biolégicos. Para isso foi utilizada uma fungdo especifica do
COBRA. O arquivo SBML foi validado ao utilizar a ferramenta SBML
validator, de acordo com Figura 37.

Figura 37 - Validacédo do arquivo SBML
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doesn't guarantee a file is 100% correct SBML, but it's Vaidation o by entering e ey baras T Soneaue
the best automated assessment available. N
Submit
Use the form below to upload your SBML content. You (E.Q., 7bf66904-7d67-49bb-0127-bee7728F06ks)
can also access this service via a network APL. By
using any part of this service or website, you agree to
be bound by the terms of the privacy notice.
Upload File Submit URL Paste SBML
ghanseniimed.xml (86.12KB) x
Clear Queue Validate now
sel f computer. The file can be hedule § lidati
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Validation options:

[ check consistency of measurement units associated with quantities (SBML L2V4 rules 105nn)
Check correctness and consistency of identifiers used for model entities (SBML L2V4 rules 103nn)
Check syntax of MathML mathematical expressions (SBML L2V4 rules 102nn)

Check validity of SBO identifiers & (if any) used in the model (SBML L2V4 rules 107nn)
Perform static analysis of whether the model is overdetermined

Ramulba:

This docsment & walld SBMHL.

A partir do arquivo SBML diversas ferramentas computacionais
puderam ser utilizadas. Optou-se pelo CellDesigner para importar este
arquivo e visualizar o modelo. No CellDesigner foi possivel visualizar
as interconexdes entre os metabolitos da rede. Esta é uma plataforma
que consegue integrar todas as informagdes do arquivo em SBML e
pode ser usada futuramente para editar o modelo e melhora-lo com
novas informacdes. Um dos layouts de visualizacdo da rede pode ser
visto na Figura 38.
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Figura 38 - Layout gerado pelo CellDesigner
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Nesta etapa do processo, diversas rotinas disponiveis no
COBRA toolbox foram utilizadas. Uma dessas funcgdes permitiu
visualizar a matriz em uma representacdo diferente da matriz
estequiométrica, na qual todos os pontos representam as entradas
diferentes de zero (non-zero).
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Figura 39 - Estrutura da matriz esparsa gerada no COBRA
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Essa matriz conseguiu indicar a participacdo dos metabolitos
em cada uma das reagdes. Existem alguns metabdlitos que participam
em muitas reacdes e com isso tém varias conexdes, tais como ATP,
NADPH, NADH, que sdo metabdlitos-chave no metabolismo central.
Estes metabolitos mais interconectados desempenham  papéis
importantes na rede metabdlica: por exemplo, a estabilidade no
transporte de tais metabdlitos altamente ligados dentro ou fora da rede
pode afetar o fen6tipo metabdlico in silico e, possivelmente, também in
vitro. Além disso, a organizacdo dos mecanismos de regulacdo pode ser
significativamente afetada por tais metabdlitos altamente conectados.
Assim, a matriz esparsa consegue indicar a participacédo dos metabdlitos
em cada reacdo e, futuramente, em um modelo ampliado com regulacéo,
pode ser muito Util para o entendimento das vias de interesse.
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4.3.1 Anélise de Fluxo Metabdlico no GEnSys

Ao realizar a AFM do modelo simplificado para as condi¢des
determinadas no sistema com cada uma das fontes de carbono,
primeiramente a fungdo MFA do GEnNSys permitiu visualizar as
equagbes do balanco para cada metabdlito, descrevendo sua
dependéncia em funcéo do tempo, conforme descrito abaixo:

ODE system:

diGLC)/dt =v1_gli-v12-v29

dioz)/dt = v2 - v58 - w0 - 0.5v67 -0.5vE8

diCoz)/dt=v3 +v22 + v24 - v25 + v33 + w48 + w48 + 2 B11vES
d(BIOMASS]/dt = -va +VES

d[CELL)/dt = -wS_cell + w28

dimann)fdt = vE_mann - v41

dNH3)/dt = ¥7 - ¥54 + ¥55

diGLYC)/dt = vE_glyc - v43

d{H20)/dt = v10 - w14 + v20- v25 - V29 - V32 + V34 - v45 + W6 - vaT - ¥52 - vS5 + 2v50 + 2vE0 - VB3 + vEd - vES +
3.5%67 + 2.596E - 41.3v59

diGLCM ) dt = w1l + w28 - v30

d{ADP)fdt = V12 - V1B - W21 - w24 + W30+ VA2 + vil3 - w50+ W54 + 2WE2 + V63 - V64 - 2 5067 - 1.5¥68 + 41. W60
diG6P)/dt = v12 - v13 - v26 - v31 - 0.205v69

diFeP)/dt = v13 + v14 +v38 + v40 +v42 - 0.052vE9

diPi)/dt = w14 - vI7 - V18 - V23 - 24 + V25 - W50 + W54 + VB3 - VA + 2VE5 - 2 56T - 15658 + 41.3v69
dDHAP]/ dt = w15 - v16+vdd

d{G3P)/dt = v15 + V16 - v17 + v35 - V38 + V30 + w40 - DL269VED
diMAD]dt = w17 - w22 -wal - widd - va9 - ¥53 + W57 - vE6 + VET
d{13-DPG)dt=v17 - viB

diH}dt = VA7 - V21 + V25 - V27 + va1 + VA2 + ¥44 + VA5 + VAE + V53 + V54 - V56 - SUST - V59 - AVED - 2vE1L + V53 +
&vBd + wh5 - 3.5w67 - 2.5vG68 + 41.3v69

di3-pG)/dt = v18 - v19- 1.253vE2

di2-Pa)/dt = w18 - v20

d{PEP)dt=v20-v21 +v23 - w25 - 0.509vES

d(PYR)/dt = w21 - v22 - v23 + %24 + v35 - 3.113vE9
dicoa)/dt= -v22 + w45 - a8 + S0

diamP)/dt =v23 - ve2

diPPI)/dt=v23 + V27 - V65

dioas)/dt= 24 + 25 - w5 + V53 - 1 T26069

diz1P)/dt =v26-va7

diunPe)/dt =vz7 - v23

diE-PGC)/dt =v30 +v32-v33 -v34

di&-PGL)/dt=v31-v32

d{MADPH) dt = v31 +¥33 + V4B - v36- w66 - 15.779vED
d{RUSP)/dt = v33 - v36 - v3T

d[2-DDGER)/dt = v34 - w35

d{USP)/dt = v36 - w38 - wiD

di{RSP)/dt = v37 - v39 - 0.ETVES

dis7P)/dt = w38 +v39

d{E4P)/dt = v38 - w40 - 0.233vE0

diFRU)/dt = va1 - va2

d(ELYCIP) dt=va3 - vad

diCIT)/dt = va5 - va8

diacoN-c)/dt = va6 - va7

d{ICIT) dt = w47 - wiE

diAKG)/dt = vAE - w40 - ¥56 - 1.415wE9

d{SUCCoa)/dt = vas - wso

d{SUCC)/dt = v50 - v51 - V53

d{FADH2)/dt = w51 - vE8

d{FURA)/dt = V51 - 52 + VS8

diMAL-L)/dt = w52 - vS3

d{GLN-L)/dt =v54 - ¥55 - V56

diQBH2)/dt = v57 + v58 - 250 - vEl
d{FERRICYTOCHROME/dt = 4v60 - 2vE1
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Este sistema de equacdes diferenciais ordinarias foi resolvido
pela hipotese de estado estacionario. O modelo estequiométrico ignora
as dindmicas das reagfes intracelulares e assume que os metabdlitos
internos encontram-se no regime estacionario.

A AFM forneceu uma primeira distribuicdo dos fluxos do
modelo simplificado para cada fonte de carbono e algumas analises
puderam ser feitas. Os graficos gerados pelo GEnSys estdo apresentados
abaixo (Figuras 40 a 42).

Figura 40 - AFM do modelo com entrada de glicose
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Figura 41 - AFM do modelo com entrada de manitol
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Figura 42 — AFM do modelo com entrada de glicerol
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O resultado da distribuicdo dos fluxos para as trés fontes de
carbono, obtidos no GenSys, foram plotados em um mesmo eixo
fornecendo um grafico comparativo para analisar a variagdo nos fluxos,
conforme Figura 43.
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O resultado das simulac¢des indica a viabilidade da producdo de
celulose por G. hansenii a partir das trés fontes de carbono avaliadas.
Analisando o fluxo de producdo de celulose (v5) de acordo com a
Figura 43, verificou-se que 19%, 45,65% e 35,69% de glicose, manitol e
glicerol foram usados para a biossintese de CB, respectivamente.

Existem diversos estudos experimentais que avaliam a melhor
fonte de carbono para a produgdo de celulose. Alguns estudos apontam
o glicerol como melhor fonte de carbono, outros para 0 manitol como a
melhor escolha. A escolha da fonte de carbono ird depender do meio
minimo de crescimento escolhido (Ruka et al., 2012; Yamanaka et al.,
1989; Keshk e Sameshima, 2005; Schramm e Hestrin, 1954; Zhong et
al., 2013).

E importante ressaltar que o modelo metab6lico utilizado neste
trabalho é simplificado e que uma analise utilizando um modelo mais
completo poderia apresentar um resultado mais confiavel.

Ao analisar o fluxo de producédo de celulose com glicose como
fonte de carbono foi possivel verificar um decréscimo neste fluxo
comparado as outras fontes de carbono. Com isso foram analisados
outros fluxos, o que levou a um resultado importante em relagdo a
producdo de acido glucdnico (v30). Ao utilizar glicose, este fluxo foi
duas vezes superior ao obtido com a utilizagdo de manitol e de glicerol.

A Tabela 5 apresenta os valores dos fluxos de acido glucénico
em mmol-gDW™*.h* (gDW: grama de massa seca) do modelo
simplificado.

Tabela 5 - Valores dos fluxos de 4cido gluconico para cada fonte de carbono
através da AFM do modelo simplificado

Fluxo Acido Glucénico

Fonte de Carbono (mmol-gDWhY)

Glicose 5,9366
Manitol 2,5605
Glicerol 2,5281

A AFM conseguiu avaliar que utilizando como substrato a
glicose, a producdo de celulose é inferior devido ao desvio do fluxo
metabdlico para a producdo do acido glucénico como subproduto nesta
via. De acordo com a literatura, esta bactéria oxida glicose diretamente
na forma de &cido glucdnico, o qual se acumula no sistema levando a
reducdo do pH. Segundo Chawla (2009) e Carreira (2010), o pH dos
meios de cultura contendo glicose como fonte de carbono decresce ao
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longo do tempo. Isto é resultado das bactérias do género
Gluconacetobacter durante a producdo de celulose, que inclui formar
um subproduto acido no meio, o acido glucénico. Cabe salientar que
estes dados experimentais sdo para operacdo em batelada, e serviram
como indicacdo para mostrar a redugdo do pH utilizando-se glicose (em
vermelho) como fonte de carbono, conforme Figura 44.

Figura 44 — Variacdes de pH ao longo de 96h na producéo de CB.
Fonte: CARREIRA (2010)

m— Glicose
5.6 —o— Glii+Gal &
54+ —A— Xilose
52} Lactose <
% Glicerol
5.0 4 *
4.8 @ /
4.6
. /A/‘
4.4 -\\?ﬁ\;‘ & el
—
5 4.2 .\
4.0
3.8 4
3,6 \- . °
3.4 4 \"——-»_,
3.2 il
3.0 L T T ) T T
0 20 40 60 80 100

Tempo (horas)

O objetivo desta primeira analise foi obter a distribuicdo de
fluxos e avaliar se 0 modelo estava representando a estimativa a partir
do conjunto de fluxos fornecidos. A AFM forneceu informagdes sobre a
contribuicdo de cada reacdo para os processos metabdlicos de utilizagédo
de substrato e formacao de produto.

Quanto mais dados experimentais fornecidos ao modelo mais
realistica a AFM. Pode-se fornecer medicdes de fluxos extracelulares,
ou até mesmo de alguns fluxos intracelulares, através da técnica *C
MFA, que utiliza tracadores isotépicos, uma técnica onde os atomos de
carbono marcados sdo distribuidos por toda a rede metabdlica, até que o
enriquecimento isotépico possa ser medido por técnicas de ressonancia
magnética e espectrometria de massa. Esses dados fornecem



106

Capitulo 4 — Resultados e Discussio

informagdes para quantificar os fluxos intracelulares (WIECHERT,
2001; WIECHERT e NOH, 2013).

4.3.2 Analise de Balanco de Fluxos no GEnSys

Na ABF (anélise de balanco de fluxo), as restrigdes e a fungédo
objetivo foram colocadas no arquivo do modelo para serem processadas
e a distribuicdo de fluxo determinada de forma a otimizar a fungéo
objetivo.

A funcdo FBA retornou a estrutura FBAmodel contendo os
seguintes campos:

e intModel: estrutura que contém o modelo interno (apenas os
metabdlitos internos). Um dos campos €é a matriz
estequiométrica (m metabdlitos por n reagdes).

e beq: vetor mX1 com todos elementos iguais a zero. Reservado
para uso futuro, como recurso para adicionar fluxos com
valores conhecidos;

e c: vetor nx1 contendo os n coeficientes da funcio objetivo. E
determinado pela soma das linhas correspondentes aos
metabdlitos a serem otimizados;

e Ib: vetor nX1 onde sdo armazenados os limites inferiores das
velocidades dos fluxos (velocidade minima / lower bound);

e ub: vetor n X1 onde sdo armazenados os limites superiores das
velocidades dos fluxos (velocidade maxima / upper bound);

e minMax: tipo do objetivo: -1 para maximizar e 1 para
minimizar.

O modelo da G. hansenii foi gerado e apresentou a seguinte

estrutura:
m =

intModel: [1x1l struct]

beqg: [60x]1 double]

c: [1x74 double]

1b: [74x1 double]

ub: [74x1 double]

minMax: -1
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A fungdo retornou em uma matriz estequiométrica de 60
metabolitos e 74 reacBes, com o propdsito de maximizar uma funcéo
objetivo.

4.3.2.1 Meio Minimo e Fungdes Objetivo

A partir do meio minimo definido, cada fonte de carbono
entrava no modelo, uma por uma, adicionando reacGes de troca (caso
ndo houvesse uma correspondente) para simular o crescimento do
modelo sob diferentes condigdes ambientais. Para determinar as taxas de
consumo das fontes de carbono, nitrogénio e fosfato de acordo com a
composicdlo do meio minimo, foi necessario utilizar dados
experimentais em cultura continua, pois a ABF assume regime
estaciondrio e gera previsdes que sdo consistentes com a cultura
continua.

Existem poucas informacdes disponiveis sobre este organismo,
a G. hansenii, no que se refere a experimentos em cultura continua, ou
seja, que avaliaram o seu crescimento e producdo de celulose, taxas de
consumo de substrato, taxa de producdo de metabdlitos externos e
concentracdo de biomassa. Por isso, alguns dados foram baseados em
experimentos de cultura continua com a bacteria Gluconobacter oxydans
(HANKE et al., 2013; OLIJVE e KOK, 1979), utilizando-se alguns
parametros da mesma, como a concentracdo da biomassa e a taxa de
diluicdo. Os parametros e dados necessarios para calcular as taxas foram
definidos conforme Tabela 6.

Tabela 6 — Parametros e dados para calcular as taxas de entrada dos
componentes do meio minimo

X: Concentragédo de biomassa (g/L) 1,5
D: Taxa de Diluicdo (h™) 0,05
PM: Massa Molar Glicose/Manitol (g/mol) 180
PM: Massa Molar Glicerol (g/mol) 92
PM: Massa Molar (NH,4)>SO4 (g/mol) 132
PM: Massa Molar KH,PO, (g/mol) 136

C: Concentracdo fonte de carbono (g/L) - Meio Yamanaka 50°

C: Concentragdo fonte de nitrogénio (g/L) - Meio Yamanaka 5°

C: Concentracao fonte de fosfato (g/L) - Meio Yamanaka 3¢

3(HANKE et al., 2013); (OLIJVE E KOK, 1979); (RUKA et al., 2012)
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Com os dados da Tabela 6, foram calculadas as taxas de
consumo, que correspondem as condi¢des de contorno utilizadas como
dados de entrada no modelo computacional. As taxas foram obtidas
dividindo-se a concentracéo (g-L™) de cada componente pela sua massa
molar (g-mol™), depois multiplicando-se pela vazdo especifica de
alimentacdo (h™) e dividindo-se pela quantidade de biomassa
(gDW-L™), conforme Equacéo 4:

9
mmol C(Lj p(h*) _1000mmol
r = X DW X 1mol (@)
gDW.h PM( g ) X(g J mo
mol L

Tabela 7 — Taxas de consumo dos componentes
do meio minimo em mmol-gDW™"-h™

Taxa de consumo Glicose/Manitol 10
Taxa de consumo Glicerol 20
Taxa de consumo (NH,4),SO, 1,3
Taxa de consumo KH,PO, 0,75

A Tabela 8 apresenta a composi¢do do meio definido, sendo
apenas alterada a fonte de carbono glicose, por manitol ou glicerol. As
taxas de consumo calculadas referem-se aos limites das reacdes.

Tabela 8 — Composicdo de meio minimo com as condigdes de contorno

Descri¢do Reacéo Equacéo LB * UB *
Glicose [e]: glc-D -> 0 10
Manitol [e]: mann -> 0 10
Glicerol [e]: glic -> 0 20
O, troca [e]: 0o <-> -1000 1000
NH, troca [e]: nhy <-> -1,3 1000
(fonte de nitrogénio)

PO, troca [e]: pi <-> -0,78 1000
(fonte de fosfato)

H,0 troca [e]: ho0 <-> -1000 1000
CO, troca [e]: co, <-> -1000 1000
Préton troca [e]: h<-> -1000 1000

*LB: lower bound (limite inferior); UB: upper bound (limite superior),
cuja unidade é (mmol/gDW/h).
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Os outros metabdlitos externos definidos no meio minimo,
como O,, H*, CO, e H,O mantiveram as condicdes de contorno com
entrada ilimitada.

Com todas as restricdes adicionadas ao modelo metabdlico,
desde a estequiometria e reversibilidade durante a etapa de cura manual,
e os limites superiores e inferiores das reacfes durante a etapa
computacional, aplicou-se programagdo linear (otimizacdo) definindo
uma das reages do modelo como funcdo objetivo. A escolha da fungéo
objetivo ideal foi baseada em argumentos biol6gicos relevantes para o
problema em questao.

Cabe salientar, como (ORTH et al., 2010) adverte, que a
Analise de Balango de Fluxo tem limitagdes, uma vez que ndo levam em
conta os parametros cinéticos ou efeitos reguladores, logo, ndo pode
oferecer previsdes exatas de concentragdes metabolicas.

A seguir sdo apresentados os estudos de caso (quatro, no total)
que foram analisados neste trabalho:

4.3.2.2 Caso I: Maximizando a producédo de biomassa

Foi obtida a distribuicdo de fluxos mimetizando uma situacdo
de maximizagdo da biomassa, ou seja, a taxa de compostos metabolicos
foi convertida em componentes da biomassa. A distribui¢do dos fluxos
foi analisada comparando as fontes de carbono utilizadas, conforme
Figura 45.
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O resultado das simulagdes, ao maximizar-se a producdo de
biomassa indicou que o fluxo de carbonos foi utilizado para o
crescimento da bactéria, sem haver producdo de celulose. O fluxo
referente & producdo de celulose (v5) foi nulo. Isso é um caso possivel,
uma vez que as bactérias ndo necessitam de celulose para crescer, € uma
estratégia de sobrevivéncia e serve para as bactérias manterem a sua
posicdo perto dos nutrientes, para se proteger contra 0s inimigos e
radiacdo ultravioleta, e migrar para superficies de alcance do oxigénio
(IGUCHI et al., 2000).

As taxas de crescimento para as condi¢Bes usadas neste estudo
utilizando cada uma das fontes de carbono estdo descritas na Tabela 9.

Tabela 9 - Taxas de crescimento obtidos pela ABF para os trés substratos ao
maximizar o crescimento celular.

Fonte de Carbono Taxa de crescimento (h™)
Glicose 1,3303
Manitol 1,4209
Glicerol 1,5420

Também é importante ressaltar os fluxos referentes via das
pentoses (PPP) (fluxos v31-v41), apresentados na Figura 45. A ABF
encontrou uma indicacdo de que a utilizacdo de glicerol como fonte de
carbono, pela via das pentoses, ndo foi favorecida teoricamente. Além
disso, os valores das taxas de crescimento mostraram uma dependéncia
com essa fragdo de carbono direcionada para a via das pentoses. Se a
bactéria tem como objetivo o seu crescimento, a ABF mostrou que a
melhor funcdo objetivo foi a maximizacdo da biomassa utilizando
glicerol como substrato.

4.3.2.3 Caso Il: Maximizando a producéo de celulose

O segundo caso estudado foi a simulagdo de maximizacdo da
celulose para as mesmas condi¢cdes de contorno do meio minimo, de
acordo com a Tabela 8. Determinou-se a distribuicdo de fluxos com as
restricGes impostas ao modelo, para as trés fontes de carbono em estudo.
A funcdo solveFBA, do GenSys, retornou o valor da funcdo objetivo
calculada (f), utilizando o solver GLPK. O campo x é o vetor de
tamanho n (74 neste caso) com os fluxos calculados. O status do solver
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(stat) quando igual a 1 significa solugdo ideal. Os resultados estdo
descritos na Tabela 10.

Tabela 10 — Resultados das simula¢fes com ABF para maximizag&o da celulose
com entrada do meio minimo de crescimento

Glicose Manitol Glicerol
s = s = s =
f£f: 10 £f: 10 f: 10
x:[74x1 double] x:[74x1 double] x:[74x1 double]
stat: 1 stat: 1 stat: 1
solver: 'glpk' solver: 'glpk' solver: 'glpk'
time: 0.0034 time: 0.0031 time: 0.0035

Os resultados das simulagbes mostraram que a bactéria tem a
capacidade de utilizar cada uma das fontes de carbono para estas
condicbes de crescimento. Se o objetivo for produzir celulose a
maximizacdo da celulose é uma boa funcdo objetivo e prediz o
rendimento tedrico maximo de produgdo de celulose, uma vez que para
estas condicOes a taxa de crescimento foi nula. Assim, os fluxos foram
direcionados para a produgdo de celulose e ndo houve exportacdo de
carbono para produzir biomassa. Isso também sugere que o modelo é
consistente, apresentando os resultados que seriam teoricamente
esperados.

Os rendimentos tedricos maximos para producdo de celulose
foram calculados: 0,95g/g glicose; 0,95g/g manitol e 0,93g/g glicerol.
Esses limites tedricos podem ser utilizados para verificar se 0s
rendimentos de crescimento experimentais ndo excedem 0S maximos
tedricos dados pelo modelo, e verificar se o0 modelo mostra
concordancia com os dados experimentais, a0 mesmo tempo em que
rejeita dados invalidos gerados.

43.2.4 Caso IllI: Maximizando metabdlitos externos e avaliando
limitagdo de nutrientes

Para avaliar a consisténcia do modelo, analisou-se o balango de
massa, realizando algumas simulacdes maximizando os metabdlitos
externos. Por exemplo, a0 maximizar gas carbdnico entrando com 10
mmol/gDW/h de glicose no modelo, a resposta da analise de fluxo foi
60 mmol-gDW™-h? de CO,. O resultado é coerente, uma vez que a
glicose tem seis carbonos e a molécula de gas carbdnico tem apenas um
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Gnico carbono. Ao maximizar outros metabdlitos externos que nao
apresentam carbono a analise de fluxo apresentou resultados nulos.

O crescimento microbiano e a formagdo de produtos
metabolicos sdo condicionados a disponibilidade de nutrientes no meio
de cultivo. As fontes de nitrogénio, fosfato e entrada de oxigénio
também foram avaliadas no modelo. Definindo as taxas de entrada de
NHs, POs e O, como 0 mmol-gDW™h?, a bactéria ndo consegue
crescer, obtendo-se um distribuicdo de fluxos nula. Porém quando teve
limitacdo de nitrogénio ou de fosfato apenas, isso nao foi suficiente para
impedir o seu crescimento. De acordo com Ross (1991), em Acetobacter
xylinum células com limitagdo de uma fonte de nitrogénio, a produgéo
de celulose se manteve quando alimentada com uma quantidade
adequada de fonte de carbono. Sendo assim, a presenca de excesso de
substrato disponivel e limitagdes de outros nutrientes podem promover a
producdo de celulose.

A taxa de oxigénio foi definida como ilimitada, visto que ndo ha
dados disponiveis na literatura ou experimentais.

4.3.2.5 Caso IV: Outras simulac¢des: Reagdes de Demanda

O fluxo de biomassa refere-se a um agrupamento do resultado
de vias e distribui¢do de fluxos de carbono referente aos precursores. A
consisténcia dos fluxos implica que cada um dos metabdlitos
precursores seja produzido pelo microrganismo. As simulagdes
mostraram que o modelo produziu cada um dos constituintes de
biomassa, com todas as trés fontes de carbono, de forma consistente
com o que deveria ser esperado.

4.4 Validacao da Rede Metabdlica

A consisténcia do modelo teérico proposto foi possivel através
das simulagbes e observacOes realizadas. De acordo com as vias
previamente estabelecidas, as condi¢cGes de contorno e o meio de
crescimento, foi possivel realizar as analises do modelo simplificado e
comprovar a sua consisténcia.

Nesta etapa 0s erros mais comuns que surgem nas reconstrucdes
metabdlicas sdo: restricbes em reacdes incorretas; falta de reacdes de
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transporte; cofatores podem ndo ser produzidos ou consumidos;
precursores nao estdo sendo produzidos; matriz estequiométrica com
solucdo indeterminada, impedindo que o modelo mimetize o
crescimento da bactéria e resultando em uma velocidade de crescimento
nula.

Segundo LLANERAS (2010), os modelos baseados em
restricdo sdo frequentemente construidos para redes grandes ou em
escala gendmica de organismos conhecidos, mas também existem redes
mais simples com apenas alguns metabolitos-chave. Desta forma, os
dados disponiveis sdo explorados para construir modelos simplificados
mais confiaveis. O procedimento pode ser estendido para detectar
limitagBes do modelo e guiar a sua melhoria.

Esse processo de reconstrucdo € ciclico, e 0 modelo pode ser
sempre estendido e seus pardmetros ajustados para melhorar a
consisténcia com as situacdes investigadas. Os requisitos de manutengéo
podem ser experimentalmente determinados e adicionados como
restricdes do modelo. E possivel combinar o conhecimento dos
mecanismos metabdlicos e reguladores. A rede reguladora de genes é
fundamental para se entender a complexidade da interdependéncia entre
0s genes. Os métodos in silico representam um caminho promissor no
objetivo de extrair redes reguladoras de genes de conhecimento
biolégico prévios, com os dados gendmicos disponibilizados. Para o
caso em questdo, isto é, para producdo de celulose por G. hansenii, os
principais genes da rede metabolica foram identificados, conforme
consta do Apéndice C.
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CAPITULO 5

CONCLUSOES, CONSIDERACOES FINAIS E SUGESTOES

A construgdo da rede metabdlica e as ferramentas de engenharia
metabolica foram utilizadas para entender a biossintese de celulose
bacteriana a partir de diferentes fontes de carbono da Gluconacetobacter
hansenii ATCC 23769.

As modificacfes no protocolo proposto pelo grupo de Palsson,
desenvolvido para reconstrucbes metabdlicas de alcance gendmico,
permitiram a construcdo do primeiro modelo core da G. hansenii. A
criacdo de novos bancos de dados como o PGDB GhaCyc, e ferramentas
correspondentes, a selecdo de vias especificas para compor a rede
simplificada e o uso do toolbox GEnSys desenvolvido pelo grupo,
formam algumas das principais altera¢fes adicionadas ao protocolo.

Utilizando ferramentas computacionais como o Pathway Tools
e Model SEED, muitas informacdes sobre o organismo foram obtidas a
partir do genoma anotado. A etapa de cura manual, através da analise
conjunta de diversos bancos de dados disponiveis, permitiu integrar
diversos dados e construir 0 modelo core da rede metabdlica. A
metodologia utilizada nesse trabalho pode servir para compilacdo de
muitos dados disponiveis na literatura com intuito de propor rotas
metabdlicas alternativas e assim poder fazer um estudo mais
aprofundado do metabolismo a ser estudado.

A determinagdo das funcbes objetivo que foram consideradas
relevantes foi essencial para os estudos in silico. Além disso, 0 meio
minimo de crescimento da bactéria definido pelas simulacfes foi
fundamental para compor um modelo metabédlico consistente com a
realidade.

A rede metabdlica simplificada foi representativa e consistente
sob todos os limites e condi¢cBes de contorno definidos. A partir da
conversdo desta reconstrucdo para um formato matematico-
computacional, os métodos de AFM e ABF foram utilizados para
investigar diversas possibilidades. A aplicacdo de modelos baseados em
restricdo mostrou que muitas informacdes valiosas podem ser extraidas
a partir deles, mesmo se a cinética intracelular é desconhecida. Através
de analise in silico realizada por meio da técnica de Analise de Balanco
de Fluxo, foi possivel prever crescimento e producdo de celulose, em
condicdes 6timas para casos limites. A previsdo realizada pela analise
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computacional foi ponderada levando em conta seu carater qualitativo e
suas simplificacdes inerentes.

A AFM forneceu uma primeira distribuicdo de fluxos variando
as fontes de carbono: glicose, manitol e glicerol. Ao entrar no sistema
com glicose, o fluxo de producéo de &cido gluconico é superior, e com
isso o fluxo de producdo de celulose é inferior, conforme esperado
teoricamente. O modelo conseguiu avaliar o que ja havia sido
evidenciado experimentalmente, tal como a redugdo do pH do meio, a
formacdo de um bioproduto, o acido glucénico e o rendimento de
celulose inferior, quando a glicose é utilizada como Unica fonte de
carbono. Analisando o fluxo de producdo de celulose, indicou que
19,0%, 45,6% e 35,7% de glicose, manitol e glicerol foram usados para
biossintese de CB, respectivamente.

Através da ABF foi avaliado se 0 modelo era capaz de predizer
o fendtipo que as células vao mostrar em determinadas condic6es. Para
isso, foram realizadas simulagdes em diferentes condi¢des de otimizagdo
(maximizacdo do crescimento celular e maximizacdo da producdo de
celulose) e de restricbes (com e sem restricdo das velocidades
especificas de consumo das fontes de carbono, nitrogénio e fosfato). As
restrigdes impostas para estas velocidades especificas se basearam na
composi¢cdo do meio minimo Yamanaka. A descricdo desse meio de
cultura foi de extrema importancia para a obtencdo de um modelo
preditivo.

Ao analisar a distribuicdo de fluxos maximizando a producéo de
celulose, os resultados mostraram que a bactéria tem a capacidade de
utilizar cada uma das fontes de carbono para as condi¢bes de
crescimento impostas. Se o objetivo for produzir celulose a
maximizacdo da celulose ¢ uma boa funcdo objetivo e prediz o
rendimento tedrico maximo de producdo de celulose, uma vez que para
estas condicdes a taxa de crescimento foi nula. Assim, os fluxos foram
direcionados para a producdo de celulose, e ndo houve exportacdo de
carbono para produzir biomassa.

Ao analisar a distribuicdo de fluxos maximizando o crescimento
celular o fluxo de carbonos foi utilizado para o crescimento da bactéria,
sem haver producio de celulose. E um caso possivel, uma vez que as
bactérias ndo necessitam de celulose para crescer; de outra forma é uma
estratégia de sobrevivéncia e serve para as bactérias manterem a sua
posicdo perto dos nutrientes, para se protegerem contra os inimigos e
radiacdo ultravioleta, e flutuar sobre superficies de alcance do oxigénio.
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As taxas de crescimento especificos calculadas por hora foram:
em glicerol, p = 1,5420; em manitol, p = 1,4209; e em glicose, p =
1,3303, sob as condi¢cbes de crescimento usadas neste estudo.
Analisando o vetor de distribuicdo de fluxo para estas restri¢des,
mostrou-se que utilizando glicerol como fonte de carbono, os fluxos na
via das pentoses ndo foram favorecidos assim, a taxa de crescimento foi
dependente da fracdo de carbono direcionada por esta via.

Outras simulagBes investigaram se o0 modelo era consistente,
através da andlise do balango de massa, maximizando-se alguns
metabolitos externos. Além disso, foram feitas simulagdes com
limitag&o de nutrientes. Ao definir as taxas de entrada de NH,", PO,” e
O, para Ommol/gDW/h, a bactéria ndo conseguiu crescer, obtendo-se um
distribuicdo de fluxos nula. Porém, com limitacdo de nitrogénio ou de
fosfato apenas, isso ndo foi suficiente para impedir o seu crescimento.
Segundo a literatura, se houver limitacdo de algum nutriente, este
organismo continua promovendo a produgdo de celulose se houver
excesso de substrato disponivel.

Outro resultado importante foi através da adicdo de reagdes de
demanda. A consisténcia dos fluxos implicou que cada um dos
metabdlitos precursores precisa ser produzido pelo organismo. Ao
incluir uma reacdo de demanda para cada metabolito da reacdo da
biomassa e otimizar para este fluxo, os resultados mostraram que o
modelo produz cada um dos constituintes de biomassa, com todas as trés
fontes de carbono.

SUGESTOES FUTURAS

Uma reconstrucdo metabdlica sempre pode ser melhorada.
Como sugestbes futuras propdem-se a melhoria da rede através da
insercdo de mais informagGes ao modelo e a cura manual de um nimero
maior de reagdes. Um modelo mais complexo e com mais informacGes
pode, em principio, prever melhor o comportamento do
microorganismo. A adi¢do de mecanismos reguladores a rede e entender
como o organismo utiliza essas estratégias de regulacdo para o controle
de expressao génica.

Algumas analises experimentais podem fornecer informacdes
adicionais para essas simulagdes computacionais. Além disso, a cada dia
novas ferramentas computacionais surgem, combinando novas técnicas
e gerando mais informacdes.



118

Capitulo 5 — Conclusoes e Sugestoes

Por fim, a utilizacdo de modelos metabdlicos é de extrema
importdncia quando se pretende apontar estratégias e propor
modificacBes no metabolismo. Este conhecimento pode potencialmente
levar a uma intervengdo no interior das células, sugerindo metabdlitos
alvo ou bifurcacdo bioquimica e a otimizagdo do processo através da
manipulacdo de varidveis externas. Assim as técnicas de engenharia
metabodlica podem ser extremamente (teis para previsao de crescimento
e producdo de metabdlitos de interesse, e devem ser utilizadas sempre
com apoio de procedimentos experimentais em respeito as suas
limitagdes intrinsecas.
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APENDICE A — MFA no GEnSys

$Genome-scale reconstruction and in silico
analysis of the Gluconacetobacter hansenii ATCC
23769 metabolic network.

$Metabolic Flux analysis (MFA) to calculate
internal fluxes on the network

clc;

%usado apenas para visualizar as equacdes do
balanco de cada metabdlito

m = DetSim('GhanseniiMFA.m'") ;

printODE (m) ;

$calcula os fluxos
= mfa ('GhanseniiMFA.m"') ;
solvemfa (m) ;

m
m

figure, bar(m.vc,'g'")

title('Andlise de Fluxo Metabdlico - AFM')
ylabel ('Fluxos (mmol/h/g [dry wt])")
xlabel ('Reacdes')

[o)

% legend('Unmeasured rates')

for i=1l:length(m.iCalcFlux)
str = num2str (m.vc(i));
str = [m.l1Rxn{m.iCalcFlux (i)} ' = ' str];
fprintf ('$s\n', str);

end
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APENDICE B - FBA no GEnSys

$Genome-scale reconstruction and in silico
analysis of the Gluconacetobacter hansenii ATCC
23769 metabolic network.

%$Flux balance analysis (FBA) to predict growth
rates on three different carbon sources:
glucose, glycerol and mannitol.

clc
m = fba ('Ghansenii.m")
s = solveFBA (m)

printFluxVector (m.intModel.1lRxn, s.X);

fprintf ('\nValor fun objetivo:%s
\n',num2str(s.f))

figure, bar(s.x,'g")

title ('Andlise de Balanco de Fluxo - ABF')
ylabel ('Fluxos (mmol/h/g [dry wt])")
xlabel ('Reacdes")

legend('Glicose como Substrato')

$legend ('Manitol como Substrato')

$legend ('Glicerol como Substrato')
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APENDICE C - REACOES DO MODELO

Reacs
Abb e:ga Descri¢ao Equagdo EC GENE Subsistema
vi transporte
”— glicose/glicose  GLC_x -> GLC transporte
8 permease
v2_ transporte
LA 02_x->02 transporte
02 oxigénio
Zzg transporte co2 CO2_x<->CO2 transporte
v4_ tranporte BIOMASS -> transport
bio biomassa BIOMASS_x ansporte
vo_ transporte CELL -> CELL_x transporte
cell cellulose
v6_ transporte MANN_x -> transporte
man manitol MANN P
v7_ fonte de NH4_x <-> transporte
nh4 nitrogénio NH4 P
v8_ transporte GLYC_x -> transporte
glyc glicerol GLYC P
vo_ Transporte H20_x <-> transporte
h2o agua H20 P
Vll?: transporte GLCN -> transporte
‘i gluconato GLCN_x P
vil trans,porte H_x<->H transporte
_h préton
v12 fonte de
pi fosfato PI_x <->PI transporte
. . GLC + ATP -> GXY_05501, Gllcollsei/gll-
vl3  R00299 glicoquinase 2.7.1.2 GXY_13683(pu  coneogéne-
ADP + G6P .
tative) se
Fosfoglicose Glicdlise/gli-
vl4 R00741 . e G6P <-> F6P 5.3.19 GXY_02166 coneogéne-
isomerase
se
frutose FDP + H20 -> GXY_08300 Glicolise/glic
vi5  R00762 difosfatase F6P +PI 31311 (glpX) oneogéne-se
frutose- Glicdlise/gli-
) FDP <-> DHAP GXY_08305, !
vlé  R01068 bisfosfate +G3P 4.1.2.13 GXY 09124 coneogéne-
aldolase - se
. Glicdlise/gli-
T fosfat
vl7 R0O1015 f'°$e ostato DHAP <->G3P 5.3.11 GXY_10284 coneogéne-
isomerase
se
gliceraldeido  G3P + NAD +PI Glicolise/gli-
vl8 R01061 3-fosfato ->13-DPG + 1.2.1.12 GXY_04003 coneogéne-
desidrogenase NADH_x +H se
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. 13-DPG + ADP Glicolise/gli-
vl9  RO1512 fOSf?Jgi::‘:;am +PI<>ATP+ 2723 GXT—Oi? %8 oneogéne-
g 3-PG pe se
. Glicolise/gli-
fosfoglicerato GXY_02671,GX .
v20 R0O1518 mutase 3-PG <-> 2-PG 54.21 Y 12768 conetS)egene—
Fosfopiruvato Glicdlise/gli-
2-PG <-> PEP + GXY_10254
v21  R00658 hidratase/ 4.2.1.11 - coneogéne-
H20 (eno)
enolase se
. Glicdlise/gli-
V22 R00200 Pirwvato — PEP+ADP+H 5 ;140 GXv_00359  coneogéne-
quinase ->ATP + PYR e
(GXY_16242
OR GXY_10329
OR
GXY_07680) -
(GXY_03931
OR(GXY_03931
AND
(2.3.1.12  GXY_03943) -
Piruvato PYFES:‘iD * and (GXY_15912  Glicdlise/gli-
v23  R00209 deidrogenase 18.14 OR (lvH AND  coneogéne-
ACCOA _x +
complexo NADH x + CO2 and GXY_00049) se
= 1.2.4.1) OR
(GXY_10324
AND
GXY_10319)
OR
(GXY_13548
OR
GXY_15937)
Piruvato PYR + ATP + PI Glicdlise/gli-
v24  R00206 fosfato ->AMP + PEP + 2.79.1 GXY_08205 coneogéne-
diquinase PPI se
oxaloacetato OAA + ADP + PI Glicdlise/gli-
v25 R00217 X ->PYR + ATP + 4.1.1.3 coneogéne-
decarboxilase
CO2 se
Fosfoenolpiru- PEP +H20 + Glicolise/gli-
v26  R00345 vato CO2 -> 0AA + 4.1.1.31 GXY_12143 coneogéne-
carboxilase PI+H se
. Glicdlise/gli-
Fosfoglico- N
v27  R08639 G6P -> G1P 5.4.2.2 GXY_09809 coneogéne-
mutase
se
- . Metabolis-
v28 R00289 u'rldlna gIIFose G1P+ UTP + H 2.7.79 GXY_10109 mo amido e
pirofosforilase  -> UDPG + PPI
sacarose
Metabolis-
UDPG -> UDP + GXY_04277, .
v29  R02889 celulose - UDP CELL 2.4.1.12 GXY_08860 mo amido e

sacarose
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Glicose
deid GLC+Q8 +
30 RO8620/ u‘?:lomfoir;?;:/ oo s GQLCN , 1152/ Gxv_11284; Ciclo das
Ro1s19 dUnoP 31117  GXY_13868 pentoses
gliconolacto- Q8H2
nase
GLCN + ATP ->
. . GXY_02201,GX ciclo das
v31l R01737 gliconoquinase ADP + 2»PGC + 2.7.1.12 Y_12403 pentoses
glicose-6- G6P + NADP_x GXY_01616,GX idod
v32  RO0835 fosfato <>6-PGL+ 11149 Y 02176,GXY_ c;cn‘t’osaess
deidrogenase NADPH 11509 p
6-fosfoglicono-  6-PGL + H20 - GXY_02191,GX ciclo das
RO2 1.1.31 -
v33 02035 lactonase > 6-PGC 3 3 Y_10154 pentoses
6 6-PGC +
DP x- )
V34 RO1528 fosfogliconato _ACPX* 19144  GXY_04594 ciclo das
deidrogenase RUSP +CO2 + pentoses
€ NADPH
fosfogliconato 6-PGC -> 2- ciclo das
35  R02036 4.2.1.12 GXY_03863
v deidratase DDG6P + H20 - pentoses
2-deidro-3-
v36  RO5605 deoxifosfo 2-DDG6P -> 41214 GXY 03858 ciclo das
gluconato G3P + PYR pentoses
aldolase
iclod
v37 R01529 epimerase RUSP <-> XUSP 5131 ciclodas
pentoses
v38 RO1056  isomerase  RUSP<->RS5P  53.1.6 GXY_02196 ciclo das
pentoses
V39 RO1827  transaldolase /" O3 <> 5510 GXY_02166 ciclo das
E4P + F6P pentoses
R5P + XU5P <- GXY_02161,GX ciclo das
v40  R01641 transketolase >S7P +G3P 2211 Y_04008 pentoses
E4P + XU5P <-> GXY_02161,GX ciclo das
41 RO1067 t ketol 2211 = !
v ransketolase  rep 4+ Gap Y_04008 pentoses
manitol 2 MANN + NAD
v42 RO0868 deidrogenase <->FRU + 1.1.1.67 GXY_02161 manitol
J NADH_x + H
. FRU + ATP ->
v43  R0O0760 frutoquinase ADP + F6P + H 2.7.14 GXY_10569
. Glycerophos
glicerol GLYC + ATP -> o
v44 RO0847 quinase ADP + GLYC3P 2.7.1.30 GXY_08295 phollpl'd
metabolism
glicerol-3- GLYC3P + NAD Glycerophos
v45 R0O0842 fosfato <-> DHAP + 1.1.1.94 GXY_04966 pholipid
deidrogenase NADH_x +H metabolism
ACCOA_x + i
. . - ciclode
v46  RO0351 citratosintase H20 + OAA -> 2331 GXY_10922 krebs
CIT+COA+H
aconitate CIT -> ACON-C ciclode
va47 RO1325 hidratase 1 +H20 4213 GXY_01403 krebs
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aconitate ACON-C + H20 ciclode
v48  RO1900 hidratase 2 <->ICIT 42.13 GXY_01403 krebs
Isocitrat ICIT + NADP_x iclod
v4s  ROO267 ,sd°° 0 SAKG+C02 11142  GXY_08180 Ckc °b ¢
eidrogenase '\ oon rebs
AKG + NAD +
2-oxoglutarato COA -> ciclode
V50 RO1197 sintase SUCCOA + 1273 krebs
NADH_x + CO2
. SUCCOA + ADP )
v51  RO0405 s“i‘:r:rt‘yl'c°A +PI<>ATP+  6.2.15 2’;1—%5;772? C:fr'obde
sintetase SUCC + COA - e
SUCC + FAD <-
. 1 ) .
V52 ROO408 §UC|nato > EADH2 + 13.991 GXY_01598 ciclode
deidrogenase sdhB krebs
FUM
FUM + H20 <- GXY_13863 ciclode
1082 2.1.2 - !
V53 RO108 fumarase > MAL-L 4 GXY_02031 krebs
Malato MAL-L + NAD
v54  R00342 deidrogenase <->NADH_x + 1.1.1.37
g OAA +H
Glutamina ATP +GLU-L +
v55  R00253 sintetase NH4 -> ADP + 6.3.1.2 GXY_02336
PI+GLN-L+H
. GLN-L + H20 -> GXY_12733;
v56  R00256 glutaminase GLU-L + NH4 3.5.1.2 carB
GLN-L + AKG +
glutamato NADPH +H -> GXY_04844,
57 RO0114 14.1.13
v sintase 2GLU-L + gxy_04839
NADP_x
GLN-L_x +H_x
v58 <> GLN-L + H transporte
GLU-L_x +H_x
v59 <> GLU-L + H transporte
V60 ade.nllato AMP + ATP <-> 2743 GXY 12943 purlna'u
quinase 2ADP - metabolism
ATP ATP + H20 ->
vel manutengdo ADP + Pl +H NGAM
GXY_00619,
GXY_00624,
GXY_00629,
. ADP + Pl + - -
V62 ATP sintase - AH x-> ATP + 36314 GXY_00634, fosf.orlla.\gao
Complexo V H_20 AN GXY_15649, oxidativa
GXY_15672,
GXY_15677,
GXY_15682
v63 Difosfatase T FH20> 5000 GXY_01896

2Pl +H
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NAD + NADPH
V64 hf\;AD trans >NADH x+  1.6.1.2
idrogenase NADP x
Nucleosideo
v65 trifosfatase L:J-I|-3PP++HH2?F_’|> 3.6.1.5
(UTP)
Nucleosideo
difosfatase ATP + UDP ->
v66 quinase ADP + UTP 2.7.4.6 ndk
(ATP:UDP)
GXY_08325,GX
Complexol Q8+ NADH_x Y_11983,GXY_ fosforilacio
v67 (NADH +5H ->Q8H2 + 1.6.5.3 11988,GXY_11 .
deidrogenase)  NAD +4H_x 993,Gxy_1258  Oddativa
3,GXY_15579
V68 C?STS::;“ Q8 + SUCC -> 1351 fosforilagdo
X Q8H2 + FUM oxidativa
desidrogenase)
Ub|¢.:|umol 208H2 + 4H + GXY_05121,GX o
V69 Oxidase 02->208 + 1.10.3.10 Y_05126,GXY_  fosforilagdo
(citocromo bd 05131,GXY_05 oxidativa
R 2H20 +4H_x
oxidase) 136
02+
4FERROCYTOC
Complexo IV HROME +4H - GXY_04894,GX  fosforilagio
v70 (citocromo ¢ > 1.9.3.1 Y 07135 oxidativa
oxidase) AFERRICYTOCH -
ROME + 2H20
+4H_x
Q8H2 +
Complexo I ZlegailinTlio(E:' GXY_00569,GX fosforilagdo
v71 (citocromo 1.10.2.2 Y_00574,GXY_ R
bel) Q8 + 16474 oxidativa
2FERROCYTOC
HROME + 4H_x
NADH_x +
0.502 +
V72 2.5ADP + 2.5PI fosforilagdo
+3.5H -> oxidativa
3.5H20 + NAD
+2.5ATP
FADH2 +0.502
+ 1L.5ADP + fosforilacdo
v73 1.5P1 +2.5H -> oxidativa
2.5H20 + FAD

+ 1.5ATP




144 Apéndices

41.3ATP +
0.205G6P +
0.052F6P +
0.87R5P +
0.233E4P +
0.269G3P +
1.253*3-PG +
0.509PEP +
3.113PYR +
2.407ACCOA_x .
v74 +1.415AKG + biomassa
1.7260AA +
15.779NADPH
+41.3H20 ->
41.3ADP +
41.3PI +
2.811C02 +
4.669NADH_x
+41.3H +
BIOMASS




