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RESUMO

A Biologia de sistemas € a analise do comportamento e intera¢do entre 0s componentes de um
sistema biologico, sendo uma area que vem crescendo bastante e que permite diversos tipos de
andlises, como a modelagem de processos bioldgicos e simulagbes. A analise do balanco de fluxo
(FBA) é um método matematico utilizado para analisar o fluxo de metab6litos de uma rede
metabolica, permitindo prever a taxa de crescimento de um organismo ou a taxa de producao de
um metabdlito de interesse. Para o célculo do FBA, faz-se necessério e essencial o uso de matriz
estequiomeétrica, estrutura que indica os diversos componentes que participam de uma reacao
(reagentes e produtos) e suas proporcoes moleculares relativas. Esta matriz acaba sendo dificil de
ser construida manualmente, pois demanda tempo pelo fato de que uma via metabdlica possui
muitas reacdes e componentes. Em nosso estudo desenvolvemos 0 SARCASM (semi-Automatic
Recontruction and Analysis of Stoichometric Matrix), um conjunto de scripts escrito em Python
cujo objetivo é automatizar, padronizar e diminuir o tempo do célculo comparado a outros
pipelines que utilizam o FBA. O SARCASM ajuda na reconstrugéo in silico de vias metabdlicas
de interesse e utiliza as informacdes de anotagdo de um genoma alvo para que por meio do banco
de dados do KEGG, sejam obtidos os grupos de genes ortdlogos, assim como o modelo
estequiometrico, geracdo do modelo no formato SBML e aplicacdo do método FBA. Foi utilizado
como testes a via metabdlica da biossintese de acidos graxos e o organismo estudado foi a
Exiguobacterium antarcticum B7 e os resultados obtidos foram bastante aproximados quando

comparados com um trabalho de referéncia.

Palavras-chave: Matriz estequiométrica, reconstrucdo de vias metabdlicas, anélise baseada em
restricdes.



ABSTRACT

Systems Biology is the analysis of the behavior and interaction between the components of a
biological system, being an area that has been growing and allowing several types of analysis, such
as the modeling of biological processes and simulations. Flux balance analysis (FBA) is a
mathematical method used to analyze the metabolic flux of a metabolic network, allowing
prediction of the growth rate of an organism or the rate of production of a metabolite of interest.
In order to calculate the FBA, it is necessary and essential to use a stoichiometric matrix, a structure
that indicates the various components that participate in a reaction (reagents and products) and
their relative molecular proportions. This matrix ends up being difficult to be constructed
manually, because it demands time for the fact that a metabolic pathway has many reactions and
components. In our study, we developed SARCASM (semi-Automatic Reconstruction and
Analysis of Stoichometric Matrix), a set of scripts written in Python whose objective is to
automate, standardize and reduce calculation time compared to other pipelines that use the FBA.
SARCASM assists in the in silico reconstruction of metabolic pathways of interest and uses the
annotation information of a target genome so that, through the KEGG database, the orthologous
gene groups are obtained, as well as the stoichiometric model, generation of the model in the
SBML format and application of the FBA method. The metabolic pathway of fatty acid
biosynthesis was used as tests and the organism studied was Exiguobacterium antarcticum B7 and

the results obtained were quite approximate when compared with a reference work.

Keywords: Stoichiometric matrix, reconstruction of metabolic pathways, analysis based on
constraints.
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1. INTRODUCAO

1.1 Justificativa

O processo de analise e reconstrucdo de vias metabolicas apresenta alguns problemas e

limitagfes quando a quantidade de informacdes da via metabdlica é muito grande.

Um dos problemas e limitacGes que mais devem ser considerados é o fato de que o processo de
analise e reconstrucdo é feito em parte por processos manuais como a criacdo de matrizes
estequiomeétricas, esse processo apesar de nao ser complexo leva muito tempo para ser realizado.
A matriz estequiométrica possui muitas reacdes que estdo relacionados a diversos metabdlitos,
informagdes de reversibilidade e ainda devem conter uma lista relacionando cada reagéo aos seus

genes correspondentes.

Outro problema relacionado ao processo de andlise e reconstrucdo de vias metabolicas é a
dificuldade de se obter o arquivo SBML, modelo computacional que busca padronizar o formato
de arquivo utilizados em ferramentas relacionadas a biologia de sistema. Existe uma grande
dificuldade em se obter esse tipo de arquivo a partir de matrizes estequiométricas ou de arquivos
no formato KGML. Existem conversores que prometem fazer a conversao de SBML para KGML
(Wrzodek, 2013), porém podem conter erros devido a formatos SBML incompativeis com
determinadas ferramentas, acaba ndo fazendo a conversdo de matrizes estequiométricas o que

dificulta modificacOes especificas em um organismo estudado.
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1.2 Contexto

No inicio dos estudos bioldgicos, acerca de organismos bioldgicos, a biologia era baseada na
ideia reducionista, ou seja, estudar os organismos e seus componentes de forma isolada,
compreender cada uma de suas fungdes afim de compreender o organismo como um todo. Porém
ap0s 0s primeiros sequenciamentos de genoma houve uma grande demanda por novas ideias para
trabalhar com a crescente quantidade de dados que se obteve. Foi nesse momento entdo que surgiu
a necessidade de mudar o paradigma reducionista e ter uma abordagem holistica na biologia

(Palsson, 2000).

A biologia de sistemas surge e utiliza a abordagem holistica para decifrar as complexidades
dos sistemas bioldgicos. Ela parte da compreensdo de que todas as redes e componentes que
formam os organismos vivos sdo mais do que a soma de suas partes. A biologia de sistemas é
multidisciplinar pois integra muitas disciplinas cientificas como a biologia, informatica,
engenharia, bioinformatica, fisica e outros. E tem como objetivo prever como esses sistemas
mudam ao longo do tempo e em condi¢des variadas e para desenvolver solucbes para os problemas

ambientais e de saude.

S&0 necessérios alguns passos como a modelagem e a simulagdo de genes para chegar no
objetivo principal da biologia de sistemas que é a predicdo e geracdo de novas hipdteses biologicas.
Modelagem € o processo de transformar informag6es bioldgicas em um padrdo matematico para
que possam ser utilizados métodos matematicos para obter uma solucdo desejada. Um exemplo de
modelagem dentro da biologia € a matriz estequiométrica, uma matriz que contém o
balanceamento das reagdes, ou seja, suas estequiometrias e sera mostrado com mais detalhes no
decorrer deste trabalho. Ja a simulacédo é feita por meio dos dados modelados, utilizando-se de

processamento computacional para simular os modelos metabolicos. Existem diversos metodos de
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simulacdo e um deles é o FBA (Flux Balance Analysis), um método matematico para simular o
metabolismo de redes metabdlicas que utiliza a programacao linear para calcular uma solucédo de
fluxos dentre os possiveis caminhos em uma via metabdlica, permitindo assim prever a taxa de

crescimento ou a taxa de producgdo de um determinado metabdlito em um organismo.

Na elaboracdo do trabalho foi necessario trabalhar com dois formatos de arquivo que sao
padrbes de ferramentas diferentes que se unificadas em um s6 formato ira facilitar muito o processo
de modelagem e analise. Um desses formatos é 0o KGML (KEGG Markup Language) criado pelo
KEGG, uma forma de visualizagdo em um formato baseado em XML que tem como objetivo
facilitar a analise de vias metabolicas. Outro formato de arquivo utilizado neste trabalho é o SBML
(System Biology Markup Language), outra linguagem baseada em XML criada para facilitar os
estudos da biologia de sistema e padronizar os formatos das diferentes ferramentas utilizado por

bidlogos de sistemas.

Esse trabalho tem como objetivo filtrar os componentes de uma via metabdlica de interesse
retirando do genoma apenas os genes ortdlogos que fazem parte da via, ortélogos também sao
chamados de KO (KEGG Ortholog), séo genes que possuem a mesma funcdo dentro de um
organismo e possuem um ancestral comum. Qutro objetivo € facilitar a modelagem de vias
metabdlicas, ou seja, simplificar a traducdo de arquivos KGML em matriz, posteriormente em
arquivo SBML e permitir utilizar o SBML tanto no célculo do FBA ou em qualquer outra
ferramenta de analise. Foi entdo construido um script que contem trés modulos objetivando poupar
tempo na construcdo de matrizes, geracao de arquivo no formato SBML e por consequéncia utilizar

o célculo do FBA.
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1.3 Objetivos

1.3.1Objetivo Geral

Desenvolver uma ferramenta de software para obtencdo de matrizes estequiométricas,

reconstrucdo e analise de vias metabdlicas.

1.3.2Objetivo Especifico
e Obter da via de biossintese de &cidos graxos;
e Criacdo dos scripts para criar a Matriz, SBML e FBA,
e Realizar testes para validar o processo de criacdo da matriz e célculo do FBA;
e Curadoria da matriz estequiomeétrica;

e Analisar a via de biossintese de &cidos graxos e genoma da Exiguobacterium

antarcticum B7;

e Calcular o FBA.

20



1.4 Organizacéo do Trabalho

Este trabalho esté organizado em 5 sec¢des:

1 INTRODUGCAO (pagina 17): Apresenta o trabalho, mostrando sua relevancia para a area.

Assim como o0s objetivos do estudo.

2 REFERENCIAL TEORICO (pagina 22): Apresenta os conceitos e ferramentas

importantes para o entendimento e realizacao deste trabalho.

3 MATERIAIS E METODOS (pagina 42): Apresenta com detalhes os trés madulos que
compbem 0 SARCASM, os cenarios de testes, sua construcao, utilizacdo, funcionalidade e as

métricas para avaliacdo da interacdo que foram utilizadas no SARCASM.

4 RESULTADOS (péagina 46): Apresenta como se deu a aplicacdo da solucdo para dados
reais extraidos de um micro-organismo, assim como a descricdo dos resultados e a discussao do

mesmo.

5 CONSIDERACOES FINAIS (pagina 55): Apresenta algumas consideragdes sobre o

trabalho desenvolvido e trabalhos futuros.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Biologia de sistemas

A primeira sequéncia de genoma completo foi disponibilizada por Fleischmann (1995), dando
inicio a era do genoma. Depois disso, um grande numero de tecnologias de alto desempenho
permitiu conhecer vérias pecas moleculares de componentes celulares, tornando possivel
reconstruir o conjunto de reagdes bioquimicas em escala gendmica que ocorrem dentro das células.

Este processo de reconstrucdo de rede é a esséncia da biologia de sistemas (Palsson, 2006).

Segundo Koide e seus colaboradores (2009) a biologia de sistemas usa uma abordagem
integrativa unindo diversas disciplinas cientificas como a biologia, informética, engenharia,
bioinformatica, fisica entre outros e entender como um organismo funciona por inteiro, estudando
suas inter-relacfes funcionais levando em consideracdo o ambiente entre suas partes constituintes
(por exemplo, genes, RNAs, proteinas e metabdlitos), entender as interconexdes entre os distintos

membros desse conjunto de interacGes, até a compreensao do organismo como um todo.

Antes de prosseguir é importante falar sobre os paradigmas da biologia molecular, ou seja, 0
dogma central da biologia, nome proposto por Francis Crick em 1956 e representado pela Figura
1, a figura mostra o fluxo de informacao genica e as setas indicam a dire¢do que o fluxo deve

obedecer (Watson et al., 2015).

Na Figura 1, da esquerda para a direita, mostra 0 DNA (deoxyribonucleic acid), traduzindo
para 0 portugués, acido desoxirribonucleico, encontrado em sua grande maioria no nucleo da
celula, tem formato de dupla hélice como uma escada espiral, unidas por ponte de hidrogénio entre
suas bases nitrogenadas que sdo: adenina sempre pareada com a timina, e a citosina com a guanina.
A seta circundando o DNA significando que o DNA € o molde para a propria replicacao,
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transmitindo exatamente as mesmas informacGes nele contido para as suas cépias (Goncgalvez

2016; Watson et al., 2015).

) _ transcrigao traducao )
duplicacdo | DNA = RNA —— = proteina

Figura 1: Diagrama proposto por Francis Crick. Retirado de (Watson et al., 2015).

A segunda seta na Figura 1 entre 0 DNA e o RNA indica a sintese de RNA chamada de
transcricdo. O RNA (RiboNucleic Acid), traduzindo para o portugués, significa acido ribonucleico,
tem uma constituicdo parecida com o DNA exceto por duas diferencas: o agucar constituinte do
DNA é a desoxirribose e do RNA é a ribose e a segunda diferenca é que o RNA possui a base
nitrogenada uracila no lugar da timina do DNA. Quando uma célula precisa de um determinado
componente, o segmento do DNA responsavel por esse componente é entdo codificado em RNA,
esse segmento do DNA é chamado de gene que pode abranger alguns pares de nucleotideos ou até
mesmo centenas, cada gene codifica a producdo de uma molécula especifica de RNA e esse

processo € conhecido como transcrigdo (Alberts, 2006).

A seta chamada traducéo, na Figura 1, é a etapa de producéo da proteina, nessa etapa é retirado
um trecho do RNA, chamado de codon, e entdo é produzido uma sequéncia de aminoéacidos,
moléculas orgénicas que servem como unidade fundamental para a etapa seguinte que é a formacao
das proteinas. Proteinas sdo macromoléculas que contém varias copias de um componente menor,
elas estdo em todas as células e possuem diferentes tamanho, sdo formados por combinacgdes de
20 amino&cidos e essas combinagbes conseguem formar uma enorme variedade de compostos com
funcbes muito diferentes entre si como por exemplo: enzimas, horménios, anticorpos, musculos e

participam de quase todas as funcdes celulares (Cox, 2008; Alberts, 2006; Watson et al., 2015).
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Vale destacar as enzimas que sdo responsaveis pelas reacfes quimicas dentro e fora das células e

por isso sao muito importantes para este trabalho.

Com a necessidade de compreender melhor as minimas partes de um organismo surgiram as
tecnologias "6micas™: como a gendmica que estuda a estrutura, fungdo e expressdo de todos 0s
genes em um organismo, a transcriptémica, estudo do RNA mensageiros (MRNA) o responsavel
pela transcricdo, dentro de uma célula ou organismo, a protedbmica que estuda as proteinas e
metabolémica que estuda de metabolitos em um sistema (Horgan et al., 2011). Segundo Harrington
e seus colaboradores (2008), apds o surgimento das tecnologias “Omicas” obteve-se uma grande
quantidade de dados biol6gicos oriundos de diversos habitats e com objetivo de aproveitar todo
potencial desses dados, necessita de tecnologia para converter sequéncia gendmica em

conhecimento biolégico.

Segundo Palsson (2000) a necessidade de compreender o organismo como um todo e o
aproveitamento dos dados “O6micos” contribuiu para a mudanga da abordagem biologica de

reducionista para integrativa ou holistica.

A abordagem reducionista estuda os menores componentes de um organismo de forma isolada
(Looijen, 1998) como mostrado ao lado esquerdo da Figura 2 representados pela genémica,

transcriptomica e protedbmica.

A abordagem integrativa ou holistica, abordagem que se baseia em estudar o sistema com todas
as partes constituintes no mesmo ecossistema pois possuem um comportamento diferente quando
estdo juntos de que quando estéo separadas (Looijen, 1998) mostrado ao lado direito da Figura 2

representados pela bioinformatica, modelagens matematicas e a simulacdo in silico.
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Abordagem Abordagem

Reducionista Integrativa
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Alto rendimento
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Analise integrativa:

Genbdmica Bioinformatica

Transcriptbmica Modelos matematicos
Protebmica Simulacao in silico

Biologia Biologia

do século 20 do século 21

Figura 2: A mudanca na énfase da pesquisa
biol6gica. Retirado de (Palsson, 2000).

Apo6s a mudanca de énfase da pesquisa na biologia obteve-se listas mais detalhadas de
componentes bioldgicos, foi possivel determinar suas interacdes e gerar um amplo conjunto de
dados genémicos, isso tudo levou ao surgimento de um paradigma fundamental para a biologia de
sistemas (ldeker et al,. 2011): comeca com 0s componentes que fazem parte do organismo e suas
interacdes e ligacdes, depois uma representacdo matematica, ou seja, modelagem in silico e a
simulacdo para predizer e gerar hipdteses que podem entdo ser testadas experimentalmente

(Bruggeman at al,. 2007; Palsson, 2015).

As préximas se¢des mostrardo mais detalhes sobre cada etapa do paradigma da biologia de
sistemas como a reconstrucdo dos modelos metabdlicos, bancos de dados e ferramentas e métodos

de modelagem e simulacao.
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Inicia-se pela reconstrucdo de redes metabdlicas responséveis por listar componentes que
compde um organismo e a interacdo entre esses componentes. Segundo Thiele e Palsson (2010),
0 objetivo comum para estudos da biologia de sistemas de um organismo alvo é a reconstrucao da

rede metabdlica em escala genémica de alta qualidade.

2.2 Reconstrucéo de Modelos Metabolicos

A reconstrucdo de uma rede representa a base de conhecimento bioquimico, genético e

genomicamente estruturada que contém informacdes de qualidade detalhadas sobre um organismo.

A ideia principal é reconstruir as mesmas reacdes por meio das informag6es encontradas no
genoma do organismo, essas reconstrucdes contém informacgdes como as estequiometrias, ou seja,
a quantidade exata de reagentes que deve ser usada e a quantidade de produtos que sera obtida nas
reacOes metabolicas (Fogaca, 2017), formulas quimicas, cargas de metabdlitos e as associagdes
entre genes, proteinas e reacdes (GPRs). Essas reconstru¢des formam uma base para a formulacdo

de relacdes gendtipo-fenotipo mecanicas e, portanto, computaveis, do genoma (Palsson, 2009).

Para iniciar a reconstrucdo precisa-se da anotacdo do genoma, experiéncias bioquimicas e
dados da fisiologia celular fornecendo informacgdes para descrever todas as reagoes, quais Sao 0s
substratos, cofatores, produtos gerados, estequiometria, reversibilidade e localizacdo celular
dentro de um sistema. Uma rede de reacfes é criada a partir do conjunto de diversos dados
definindo todas as diferentes reacGes que ocorrem em um organismo. Estes dados sdo entéo
utilizados para criar um modelo matematico que relaciona todas as reacdes dentro de uma rede
com todos os metabdlitos participantes num dado organismo, uma parte muito importante para

analise in silico (Papin et al.,2003).

Todo o processo de reconstrucdo de redes metabolicas, baseado no modelo proposto por

(Thiele e Palsson, 2010), pode ser resumido em quatro passos:
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1) No primeiro estdgio deve-se definir todos os componentes do sistema. Usar esses
componentes, juntamente com o conhecimento bioguimico e genético prévio, para formular um
modelo inicial. O primeiro estagio consiste na reconstrucao baseado na anotacdo do genoma do
organismo alvo. Segundo Médigue e seus colaboradores (2007) anotacdo, em termos gerais, é a
extracdo de conhecimento bioldgico a partir de sequéncias brutas de nucleotideos, e utilizacdo de

bancos de dados bioquimicos;

2) Séo estudadas as interacdes entre 0s componentes gerados no primeiro passo, 0s “diagramas
de fiacdo™ dos circuitos genéticos sdo reconstruidos e os mapas da escala do genoma sdo formados

de forma gradual. Este processo € uma reconstrucao da rede de reagdo bioquimica;

3) Na terceira fase, as redes reconstruidas sao convertidas em um formato matematico que
descreve formalmente o conhecimento bioldgico subjacente a rede reconstruida. Modelos de
computador sdo entdo gerados para analisar, interpretar e prever as func¢ées bioldgicas que podem

surgir a partir de redes reconstruidas;

4) Na dltima fase o modelo seré simulado e a predicao resulta em gerar hipoteses especificas
que serdo testadas experimentalmente. Estes modelos in silico de redes reconstruidas sdo entdo

melhorados de forma iterativa (Palsson, 2015).

Para representar a reconstrucdo da rede de reac6es bioquimicas € utilizado a via metabolica,

que se trata de uma série de reacdes quimicas, interligadas, que ocorrem dentro de uma célula.

2.2.1Vias metabodlicas.

Metabolismo é a soma de todas as transformagdes quimicas que ocorrem em uma célula ou

organismo que ocorre através de uma série de reacdes catalisadas por enzimas que constituem as
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vias metabdlicas (Cox; Nelson.,2008). Os reagentes, produtos e intermediarios de uma reacao
enzimatica sdo conhecidos como metabdlitos representados pelas letras (A-E) na Figura 3. Em
uma via metabdlica, o produto de uma enzima atua como substrato para a proxima (Schuster et al,.

2000).

B2

R1
Bl

°

B3

Figura 3: Exemplo de via metabdlica, a-e representam os metabélitos, R1 e R6 possuem apenas uma seta por serem
irreversiveis, as demais com duas setas sdo reversiveis e seta com duas pontas sdo reac6es externas. Adaptado de
(Schilling et al.,2000)

Vias metabdlicas podem estar em lugares diferentes dentro de uma da célula, por exemplo, o
ciclodo &cido citrico, cadeia de transporte de elétrons e fosforilagdo oxidativa ocorre na membrana
mitocondrial. Em contraste, a glicélise, a via de pentose fosfato e a biossintese de acidos graxos

ocorrem no citosol de uma célula (Pratt e Voet., 2013).

A Figura 4 mostra a distingdo entre reacOes reversiveis e irreversiveis. A irreversibilidade aqui

significa que o fluxo liquido sempre tem 0 mesmo sinal em condi¢des fisiologicas. Os metabolitos
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séo classificados como internos ou externos de acordo com a condi¢cdo de ndo cumprirem a
condicao do estado quasi-estavel. Em outras palavras, a taxa total de producéo de cada metabolito
interno é igual a taxa total de seu consumo. Em contrapartida, os metabdlitos externos nao
cumprem esta condi¢do porque participam de reacOes adicionais que ndo estdo envolvidas no

sistema em estudo (Schuster et al,. 2000).

Pyr
XyISP - ATF’*\l
Sed7P Ery4P Pyk
CO2 Ru5P b7
Rpi ADP~ ogp
NADPH Tkl Tal l
R5P Eno
y
NADP 6PG Prs DeoB Tkt 2PG
IPgl RSPex Gpm
GO6P 3PG
NADPH ATP
Pgi ADP
N P v R FP2 GAP 1.3BPG
/ NAD NADH

AT DHAP

Figura 4: Esquema de reacéo representando parte do metabolismo do monossacarideo. As reacdes reversiveis sdo
indicadas por pontas de flecha duplas. A definicdo de sinal para as rea¢des reversiveis € tal que o fluxo é tomado
positivo se ele for de baixo para cima. Retirado de (Schuster et al,. 2000).
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Diversos bancos de dados e ferramentas gendmicas foram criados para agrupar as informagoes
geradas por novas tecnologias de sequenciamento, concentrar informacfes sobre genomas,

proteina e nucleotideos, facilitar analises de genes e genomas, entre outras funcionalidades.

2.3 Bancos de Dados e Ferramentas Gendmicas

2.3.1Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG)

O Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes é um recurso de banco de dados integrado
composto por dezesseis bancos de dados curados manualmente para a compreensdo de
informacdes gendmicas, quimicas e sistémicas funcionais, como a célula, o organismo e o
ecossistema, a partir de informacdes de nivel molecular, especialmente conjuntos de dados
moleculares em grande escala gerados pelo sequenciamento do genoma e outras tecnologias

experimentais (Kanehisa et al,.2016).

Segundo Kanehisa (2016) entre todos os bancos de dados do KEGG o PATHWAY ¢é o principal,
ele contém uma colegdo de diagramas de caminho de referéncia do KEGG (mapas), cada um
correspondente a uma rede conhecida de significancia funcional. O banco de dados PATHWAY
também contém caminhos especificos do organismo, que sdo gerados automaticamente pela
sobreposicao (coloracdo) de genes em determinados organismos como mostrado na Figura 5, onde
temos uma via metabdlica e os quadrados verdes representam a via especifica do organismo em

estudo.
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Figura 5: Exemplo de uma via Metabdlica, via de biossintese de acidos graxos. Retirado de KEGG (2017).

No passado os diagramas de caminho estavam disponiveis apenas em arquivos de imagem.
Para facilitar a anélise e modelagem foi criado o KEGG Markup Language (KGML)
2.3.2KEGG Markup Language (KGML)
O KGML é um formato de representacdo de vias metabélicas do KEGG, permite o desenho
automatico das vias KEGG e fornece facilidades para analise computacional e modelagem de redes

de genes/proteinas e redes quimicas.

No passado, os diagramas de caminho eram disponibilizados apenas em arquivos de imagem
GIF (ou PNG). Entdo foi criado o KGML como uma especificacdo de objetos de grafico no
KEGG. Todas as vias metabdlicas e alguns caminhos regulatérios sdo disponibilizados no formato
KGML, permitindo a reconstrugdo computacional e a manipulagédo de caminhos (Kanehisa et

al,.2004).
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A Figura 6 mostra o diagrama da estrutura do KGML. O elemento do pathway (via) é um
elemento raiz, e um elemento pathway é especificado como um mapa de via metabolica no
KGML. Os elementos de entrada, relation (relacdo) e reaction (reacdo) especificam as
informacdes da via metabolica, e os demais elementos sdo usados para especificar informacdes

mais detalhadas sobre nds da via metabolica.

pathway
—-name
-0rg
—number
-title
—image
1 0.% 0.x N L
entry reaction relation
-id ! -id —-entryl ]
-name 1 -name —entry2
~type ] ~type ~type
-link
: 2
-reaction j>1* <E———————————1 15
[————S> <f substrate product 0.#
0.% 0.% i Tid subtype
componernt raphics
P grap —-name -name —name
—-id —name -value
x ?D.J <fn..1
-y
-coords alt
~type —name
-width
-height
—fgcolor

Figura 6: Visdo geral do KGML. Retirado de (Kanehisa et al,.2004).

Além do KGML o KEGG oferece outras funcdes importantes para quem deseja fazer uma
analise completa sobre um determinado organismo, um deles € 0 KEGG Automatic Annotation
Server (KAAS), um método que se baseia em semelhangas de sequéncias para garantir a maior

qualidade de um genoma anotado.
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2.3.3KEGG Automatic Annotation Server (KAAS)

Quando se deu inicio ao projeto KEGG, a integracdo de informacgdes gendmicas e informacdes
de rede era realizado pelo cédigo das enzimas chamados de “EC”. Os nimeros da EC eram
utilizados como identificadores comuns para combinar genes no genoma e produtos de genes
(enzimas) na via metabdlica. Em seguida, para superar varios problemas inerentes a nomenclatura
enzimatica introduziu-se um novo esquema de identificacdo por meio da Ortologia dos genes,
genes ortdlogos partilham um ancestral comum e tém funces iguais. O KEGG Orthology (KO) é
uma extensdo adicional deste esquema com base na analise computacional, a fim de classificar

todas as fungdes genéticas e explorar caminhos desconhecidos (Kanehisa et al., 2004).

KEGG Automatic Annotation Server (KAAS) é um servidor automatico para anotacdo de
genomas, um método rapido para atribuir o identificador K (nimero de identificacdo de grupos de
genes) automaticamente a genes no genoma, permitindo a reconstrucdo de caminhos de KEGG. O
método baseia-se em semelhancas de sequéncias, informacoes bidirecionais de melhor impacto, e
comparado com o banco de dados do KEGG alcangou um alto grau de precisdo (Moriya et

al.,2007).

A Figura 7 mostra um fluxograma de funcionamento do KAAS. Primeiro é feito um BLAST
que € uma ferramenta de pesquisa em bancos de dados para encontrar similaridades de sequéncia
(Altschul et al., 1997). O BLAST é feito com a sequéncia de entrada do usuério e o conjunto de
sequéncia de referéncia (extraidos do banco de dados KEGG GENES) entdo os homdlogos sdo
encontrados no conjunto de referéncia. Em seguida, os homologos sdo entdo classificados com
base na similaridade obtida no BLAST e na taxa de sucesso bidirecional (explicada mais a frente),
0s que estiverem acima do limite sdo selecionados como candidatos. Taxa de sucesso bidirecional

é um célculo onde o genoma é comparado contra cada genoma no conjunto de referéncia do banco
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de dados KEGG GENES por pesquisas BLAST em dire¢Oes direta e reversa, levando cada gene
no genoma A como uma consulta comparada com todos 0s genes no genoma B e vice-versa. Os

genes que tiveram uma taxa de similaridade abaixo de 60% s&o retirados.

Os candidatos a ortdlogos s&o entdo divididos em grupos KO de acordo com a anotagdo do
banco de dados KEGG GENES. Finalmente, a pontuacdo de atribuicdo é calculada com base na
probabilidade e heuristica para cada grupo KO. Entdo, o nimero K do grupo KO com maior

pontuacdo é atribuido a sequéncia de consulta (Moriya et al.,2007).

[ Consulta Gene ]

BLAST nos GENES

[ Homologos ]

Cortado por taxa de
sucesso bidirecional

[ Candidatos a ortélogo

Agrupar por KO

[ Grupo KO

pontuagdo da
probabilidade e heuristica

[ Ranking de KO ]

Figura 7: O procedimento geral do KAAS. Adaptado de (Moriya et al.,2007)

2.3.4 System Biology Markup Language (SBML)

A biologia de sistemas é caracterizada por sua interdisciplinaridade e misturando teorias,
modelagem computacional e simulagdes. Com o surgimento de uma variedade de ferramentas
computacionais para bidlogos de sistemas, para processar a grande quantidade de informacdes
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bioldgicas existente, ocasionou em uma grande diversidade de software acompanhada de uma
variedade de incompatibilidades, caracterizado pela falta de um formato comum para descrever

modelos (Hucka et al., 2003).

A dificuldade de trocar modelos entre diferentes ferramentas de simulagéo e analise resultou
na criacdo de um forum de Plataformas de Software para Biologia de Sistemas que decidiu na
primeira reunido desenvolver uma linguagem simples baseada em XML (eXtensible Markup
Language) para representar e trocar modelos entre ferramentas de simulacdo ou analise: 0 SBML

(Systems Biology Markup Language) (Hucka et al., 2003).

Resumindo, o SBML é um formato legivel por maquina para representar modelos. A estrutura
do SBML ¢é adequada para representar diversos modelos como vias de sinalizacdo celular,

caminhos metabdlicos, reacfes bioquimicas, regulacdo de genes e muitos outros (SBML, 2012).

O desenvolvimento do SBML ¢ dividido em niveis para organizar mudancas arquiteténicas.
As principais edicbes do SBML sdo denominadas niveis ou Levels e apresentam mudancas
substanciais na composicdo e estrutura da linguagem. Os modelos definidos nos niveis mais baixos
do SBML, ou seja, a primeiras versdes criadas podem sempre ser representados em niveis mais
altos, embora seja necessaria alguma traducdo. O inverso também é possivel, porém ndo €

garantido.

As revisdes menores do SBML sdo denominadas Versdes e constituem mudancas dentro de

um nivel para corrigir, ajustar e aperfeicoar recursos da linguagem (SBML, 2012).

Atualmente, a linguagem SBML encontra-se na versao 1, nivel 3 (Hucka et al., 2016).
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2.4 Analise e modelagem de modelos metabdlicos

2.4.1 Matrizes estequiométricas

Uma rede bioldgica é composta por reacfes que podem ser representadas por equacdes

quimicas. Uma matriz estequiométrica € construida a partir dessas equacfes quimicas.

A matriz estequiométrica contem informacgdes sobre todas as transformagcfes metabolicas
incluidas em uma reconstru¢do metabdlica para um determinado microrganismo e é formada pelos
coeficientes estequiométricos das reacdes que constituem uma rede de reacéo. E organizado de tal
forma que cada coluna corresponde a uma reacdo e cada linha corresponde a um composto. As

entradas na matriz sdo coeficientes estequiométricos que séo inteiros. (Dubitzky, 2013).

r:
Reacao quimica: aA+cC —» eE +hH
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Figura 8: Adaptacao da representagdo do modelo de uma matriz estequiométrica proposto por Palsson, 2013.

Os coeficientes estequiométricos sdo inteiros (a, ¢, e, h na Figura 8) que representam o nimero
de moléculas de espécies quimicas (A, C, E, H, na Figura 8) que sdo transformadas nesta reacéo

quimica particular. Estes coeficientes sdo constantes (isto é, ndo séo dependentes da condicao, que
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sdo funcGes de temperatura, pressdo, pH, etc.). Além disso, eles sdo biologicamente universais, ou
seja, essa reacdo metabodlica procede da mesma maneira em todas as células; por exemplo, o

hexoquinase sempre catalisa a reagéo:
Glicose + ATP — Glicose-6-fosfato + ADP

A matriz toda € representada por “S” e para a formagao de uma coluna em S cada metabolito
tem uma linha na matriz estequiométrica e cada reacdo possui uma coluna. Os coeficientes
estequiométricos sdo utilizados para formar uma coluna, com o coeficiente estequiométrico que
corresponde a um metabolito particular que aparece na linha a que corresponde. Se um metabélito
é formado pela reagdo, o coeficiente tem um sinal positivo, se ele é consumido pela reacéo, o
coeficiente estequiométrico aparece com um sinal negativo. Todas as outras linhas
(correspondentes a metabolitos que ndo participam da reacdo) ficam com o valor zero. Os

coeficientes estequiométricos sdo geralmente unidade, ou seja, 1 ou -1 (Palsson, 2003).

Alext) — Blext)  P(ext) Eext) 100 0-1-1-10 00]|-a
01 00 10 0 -1-10|-28
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A )l R IR S_000001010_1._c
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R10 :
D E | ; rev = {R2R8}

e | irrev = (R1,R3,R4,R5,R6,R7,R9,R10)

Figura 9: Representacdo de uma via metabdlica ficticia e sua matriz estequiométrica. Adaptado de (Szallasi;
Stelling; Periwal, 2006).
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A Figura 9 mostra a via e as variaveis correspondentes de uma rede de exemplo simples. Esta
rede compreende 6 metabolitos (internos) e 10 reacdes, as reacdes dentro de uma via podem ser
reversiveis ou irreversiveis, no exemplo duas delas sdo reversiveis. As principais caracteristicas
de uma rede séo suas restri¢cdes e suas conexdes. Relacionado a esta questdo estdo os compostos
internos e externos. Os compostos internos sdo aqueles que sdo mostrados explicitamente no
modelo de rede, ou seja, na matriz S. Por outro lado, 0s compostos externos sdo chamados de pias
ou fontes que podem estar fisicamente fora do sistema (substratos ou produtos como 0s quatro
compostos externos na Figura 9 A(ext), B(ext), P(ext), E(ext)), mas também podem estar

localizados dentro a célula (Szallasi; Stelling; Periwal, 2006).

Apdbs a modelagem pode-se entdo simular o organismo in silico que ird predizer e gerara
hipoteses que serdo testadas experimentalmente. Para essa simulacdo e especificamente para

andlise de reconstrucdes de redes metabdlicas € utilizado o FBA.

2.4.2FBA (Flux Balance Analysis)
Flux Balance Analysis (FBA) é uma abordagem amplamente utilizada para o estudo de redes

bioquimicas, em particular as reconstrugdes de redes metabdlicas em escala de genoma que foram

construidas na Gltima década (Duarte, 2007).

Estas reconstrucdes de rede contém todas as reacfes metabolicas conhecidas num organismo e
o0s genes que codificam cada enzima. A FBA calcula o fluxo de metabdlitos através desta rede
metabolica, tornando assim possivel prever a taxa de crescimento de um organismo ou a taxa de

producdo de um metabdlito biotecnologicamente importante (Orth, 2010).
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O ponto principal do FBA sdo as restricoes, que sdo definidos por coeficientes estequiométricos
de cada reacdo de uma via metabdlica e sdo de dois tipos, de balango e de limites. Uma restricdo
de balango € representada por uma equacdo por exemplo, a conservacdo da massa, onde em um
estado estacionario, ndo ha acumulacdo ou perda de compostos, restricdo 1) na Figura 10. As
restricbes de limites sdo controladas por intervalos numéricos de variaveis e parametros

individuais, tais como concentrac@es, fluxos ou constantes cinéticas, restricdo 2) na Figura 10.

Por mais que as restricbes definam uma grande quantidade de solucdes, é possivel identificar
e analisar pontos unicos dentro do espaco da solucdo. Por exemplo, podemos estar interessados
em identificar a taxa méxima de crescimento ou a producdo maxima de um determinado metabélito
em um organismo, dado o seu conjunto especifico de restricdes. O FBA é um método para

identificar esses pontos 6timos dentro de um espaco restrito (Figura 10) (Orth et al,. 2010).

¢! V3 vy

r r 3 . . ~
Restricdes Otimizacdo
1)0=8v maximizada Z
2)a;<v,<b, =

—>

1
I
I -
I
I
1

B 2 ,
Espaco sem 3 L
p 9_ S Espaco de solugdo Solug3o 6tima
VE v2 VZ

Figura 10: A base conceitual de modelagem baseada em restricdes. Da esquerda para a direita: O primeiro gréfico
mostra que a distribuicdo sem restricdes, pode estar em qualquer ponto; O segundo mostra 0 espaco apos as
restricdes; e o terceiro mostra a fungédo objetivo Z maximizada. Adaptado de Orth et al., 2010.
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Conforme descrito por Orth et al., 2010, o primeiro passo na FBA é representar matematicamente
reacOes metabdlicas (visto no subtopico anterior). A caracteristica central desta representacdo é
uma tabulacdo, na forma de uma matriz numeérica, dos coeficientes estequiométricos de cada
reacdo, determinando restricbes ao FBA (Figura 11 a, b). Entdo as reagbes metabolicas séo
representadas como uma matriz estequiométrica (S), de tamanho m * n . Cada linha dessa matriz

representa um composto Gnico (m compostos) e cada coluna representa uma reacdo (n reacées).

O fluxo através de todas as reacGes em uma rede é representado pelo vetor v, que possui um
comprimento de n e as concentracdes de todos os metabdlitos sao representadas pelo vetor x, com
comprimento m . O sistema de equacgdes de balango de massa no estado estacionario (d x/ dt = Q)

é (Figura 11 c):

Ou seja, qualquer v que satisfaca esta equacédo é dito estar no espaco nulo de S. Em qualquer
modelo metabolico realista em larga escala, existem mais reacBes do que 0s compostos
(n>m). Em outras palavras, como v vai sempre ter o tamanho de n entdo existem diversas

variaveis desconhecidas, portanto, ndo existe uma solu¢do Unica para este sistema de equaces.

O FBA procura maximizar ou minimizar uma funcgéo objetiva Z = c" v, que pode ser qualquer
combinacéo linear de fluxos, onde ¢ € um vetor de pesos, indicando quanto cada reacéo contribui
para a funcdo objetivo. Na prética, quando apenas uma reacao é desejada para maximizagao ou

minimizacao, ¢ é um vetor de zeros com 1 na posicao da reacdo de interesse (Figura 11d).

A otimizacéo de tal sistema é realizada com a ajuda da programacéo linear (Figura 11e). O
FBA pode ser definido como o uso da programacéo linear para resolver a equagdo Sv = 0 dado

um conjunto de limites superiores e inferiores em v e uma combinacéo linear de fluxos como
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funcdo objetiva. A saida do FBA é uma distribuicdo de fluxo particular, v, que maximiza ou

minimiza a funcéo objetivo.
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Figura 11: Formulagdo de um problema FBA. Adaptado de Orth et al., 2010.

41



3. UMA FERRAMENTA SEMI-AUTOMATICA PARA
RECONSTRUCAO E ANALISE DE MATRIZES
ESTEQUIOMETRICAS

Nesta secdo € descrita como a ferramenta nomeada de SARCASM (Semi-Automatic
reconstruction and analysis of stoichiometric matrix) foi desenvolvida, quais métodos foram
utilizados, os ambientes em que foram testados, assim como as tecnologias que foram utilizadas e
como elas contribuiram para a criacdo da ferramenta. O SARCASM tem como objetivo principal
modelar vias metabdlicas, ou seja, criar matrizes estequiométricas de vias metabolicas e simular

um ambiente de restrigdes com a ajuda do FBA.

Para criacdo e utilizacdo do algoritmo implementado neste trabalho foi necessario instalar as
seguintes ferramentas: Python 3.5.2 (Python, 2017), PyCharm Community Edition 2016.3.2
(JetBrains, 2017), Anaconda 4.3.22 (Anaconda, 2017), e as bibliotecas: BeautifulSoup (Beautiful
Soup, 2017), numpy (Numpy, 2017), ElementTree (Python, 2017), openpyx| (Openpyxl, 2017) e
COBRApy (Ebrahim, 2013). O computador utilizado para o desenvolvimento da ferramenta
apresenta a seguinte configuracao: desktop Modelo L4800, com processador 4x Intel(R) Core(TM)
i5-4440 CPU @ 3.10GHz e 8 GB de RAM, executando Ubuntu 14.04.4 LTS (Ubuntu, 2017),

kernel Linux 3.16.0-67-generic (x86_64).

Visando facilitar a implementacdo, compartilhamento e reutilizacao da ferramenta foi utilizado
a plataforma de programacao Anaconda Distribution, um gerenciador de pacotes, gerenciador de
ambiente e distribuicdo Python gratis e facil de instalar com uma colecéo de mais de 720 pacotes

de cddigo aberto com suporte gratuito a comunidade (Anaconda Documentation).
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A implementagdo deste trabalho foi dividida em trés mddulos como na Figura 12:
SARCASM_KtM.py, SARCASM_CtS.py, SARCASM_FBA.py. Este modelo de programacéo foi

utilizado para facilitar o entendimento, permitir a curadoria principalmente da matriz estequiométrica e a

reutilizagéo do codigo.
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Kfoe
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SKAAS
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sARCASM_FBA
sARCASM_KtM

sARCASM_CtS

I
HLLL
<+HH

Figura 12: Fluxograma de utilizacdo do SARCASM.

3.1 Modulos do SARCASM

3.1.1Script: SARCASM_KtM.py
O médulo SARCASM_KtM.py tem como objetivo filtrar informagdes do arquivo KGML a

partir dos genes ortdlogos obtidos no KAAS e transforma-los em matriz no formato XLSX. Para
a construcdo do SARCASM_KitM.py foram utilizadas as bibliotecas: Numpy um pacote
fundamental para a computacdo cientifica na montagem de listas e matrizes multidimensionais
(Numpy, 2017), Beautifulsoup € uma biblioteca Python utilizada para extrair dados de arquivos
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HTML e XML (Beautiful Soup, 2017), ElementTree uma biblioteca para analise e construcao de
XML baseada em arvores. XML é um formato de dados inerentemente hierarquico, e a maneira

mais natural de representa-lo é com uma arvore (Python, 2017).

Para utilizar o SARCASM_KtM.py precisa-se de dois arquivos: O KGML, que fornece
informacBes para analise computacional e modelagem de redes de genes/proteinas e redes
quimicas, e os genes ort6logos a serem modelado que podem ser obtidos submetendo seus genes

de interesse ao KAAS.

O KGML deve ser obtido no site (http://www.genome.jp/kega/) nele contém diversos vias.

Depois de escolher a via de interesse deve-se baixar o arquivo KGML, contendo todas as

informac@es bioquimicas do organismo.

Para obter os KO deve-se acessar o site (http://www.genome.jp/tools/kaas/) e submeter os

genes de interesse, informar o seu e-mail e entdo aguardar o servidor Ihe devolver os KO.

Em posse desses dois arquivos o usuario podera entdo utilizar o SARCASM_KtM.py,
utilizando como entrada os genes ortélogos obtidos no KAAS e a via de interesse obtida no KEGG
no formato KGML. O script vai comparar os genes obtidos no KAAS com 0s genes da via obtidos
pelo KEGG, retirar apenas as reacdes que fazem parte dos genes ortélogos de entrada e a partir
dessas reacOes cria uma matriz estequiométrica no formato XLSX. XLSX é um padrdo de arquivo
do pacote Microsoft Office mais especificamente do excel (Microsoft, 2017), que facilita a

visualizacao da matriz gerada além de facilitar os ajustes na etapa de curadoria.

3.1.2Script: SARCASM_CtS.py
O sARCASM_CtS.py tem como objetivo de traduzir a matriz estequiométrica para o formato

padrédo da biologia de sistemas SBML (Hucka et al., 2003). Na construgédo deste algoritmo foram
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utilizadas as seguintes bibliotecas: openpyxl, uma biblioteca Python para ler e gravar arquivos do
Excel 2010 xlIsx (Openpyxl, 2017), e COBRApY que é um pacote para modelagem baseada em
restrices de redes bioldgicas (Ebrahim, 2013) e pelo fato de ter fungbes que criam arquivos no

formato SBML foi adaptado para traduzir matriz estequiométrica em SBML.

Para a utilizacdo do médulo o usuario ira precisar da matriz estequiométrica curada. Durante o
processo de curadoria, 0 pesquisador devera revisar as reacfes, metabdlitos, reversibilidade e todas
as referéncias bibliograficas disponiveis. Esse processo varia de acordo com a via metabodlica e do
microrganismo que esta sendo analisado. Em seguida o processo de curadoria deve identificar os
componentes externos que sao utilizados porém ndo sdo produzidos na via a ser estudada e 0s
componentes externos de saida que séo produzidos e ndo sdo utilizados. Com todas as informacdes
adicionais de compostos chamados externos e suas saidas inclusas na matriz estequiométrica,

pode-se entdo utilizar como entrada na utilizagdo do SARCASM_CtS.py.

3.1.3Script: SARCASM_FBA.py
O sARCASM_FBA tem como objetivo aplicar o calculo do FBA. Na construcédo deste script

foram importadas algumas fungdes da biblioteca COBRApy (Ebrahim, 2013).

Foram utilizadas funcdes disponiveis na biblioteca COBRApy. Necessita-se da via de interesse

modelada no formato SBML para ser executada, que pode ser obtida com 0 SARCASM_CtS.py.

O script deve mostrar na tela os resultados do FBA contendo todas os metabdlitos envolvidos
na funcdo objetivo, ou seja, o caminho que o metabdlito de interesse deve percorrer para obter o

maximo de aproveitamento e suas respectivas taxas de producao.
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4. RESULTADOS

Para analisar se a semi-automatizacdo para a reconstrucdo e analise de matrizes
estequiométricas obteria bons resultados, foi realizado um estudo de caso onde o objetivo seria
modelar e simular um organismo modelo ja publicado, a fim de se comparar os resultados obtidos

em ambos os métodos.

O organismo escolhido para esse estudo foi a Exiguobacterium antarcticum B7, bactéria
extremofila que possui propriedades de interesse biotecnologico, por exemplo, a capacidade de
adaptacgéo ao frio, que tornam este género um alvo para descobrir novas enzimas, como lipases e
proteases, além de melhorar a compreensdo dos mecanismos de adaptacéo e sobrevivéncia a baixas
temperaturas (Carneiro et al., 2012). Este organismo foi mesmo utilizado no trabalho de um outro
autor (Kawasaki et al.,2016), e foi escolhido para meios de comparacdo dos resultados, assim

validando os dados deste trabalho.

O ambiente de testes foram os mesmos da criacdo dos scripts do SARCASM: desktop Modelo
L4800, com processador 4x Intel(R) Core(TM) i5-4440 CPU @ 3.10GHz e 8 GB de RAM,

executando Ubuntu 14.04.4 LTS (Ubuntu, 2017), kernel Linux 3.16.0-67-generic (x86_64).

4.1 Criacdo de matriz estequiométrica da Exiguobacterium antarcticum B7

Para a criagdo da matriz estequiométrica obteve-se 0 genoma da Exiguobacterium antarcticum
B7 através do site do NCBI (2018) onde foi obtido os dados referentes a E. antarticum B7 cujo o
a sequéncia de referéncia do NCBI ¢ “NC_018665.1". O formato de arquivo do organismo
disponibilizado era o formato “.fasta” facilitando a manipula¢do do arquivo. Mais detalhes sobre

0 organismo podem ser observados na tabela.
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Tabela 1: InformacGes sobre o arquivo baixado que contém os genes a serem utilizadas na
criacdo da Matriz estequiométrica. Fonte: O autor.

Site em que foi baixado www.ncbi.nlm.nih.gov
Contetdo do arquivo 2.928 genes
Organismo Exiguobacterium antarcticum B7
Tamanho do arquivo 2.7 MB

Fonte: www.ncbi.nIm.nih.gov

O préximo passo foi obter os grupos ortélogos ou KO referentes ao genoma para que possamos

posteriormente comparar 0s genes obtidos no NCBI com os genes do banco de dados do KEGG.

Para obter-se os KO foi utilizado o KAAS. Foi submetido os genes no site e como resultado
ele retornou 1.497 KO dentre os 2.928 genes iniciais. Esses resultados entdo foram salvos em um

arquivo de texto “.txt”.

A via metabdlica a que foi analisada para este estudo foi a via de biossintese de acidos graxos
pelo fato da sua capacidade de se transformar em substancias biologicamente mais ativas, com
funcdes especiais no equilibrio homeostatico, em componente estrutural das membranas celulares

e do tecido cerebral e nervoso (Takahashi, 2018).

A biossintese de acidos graxos ocorre em diferentes partes da célula e requer a participacédo de
um intermediario de trés carbonos, o malonil-CoA. A formacéao de malonil-CoA a partir de acetil-

CoA é um processo irreversivel, catalisado por acetil-CoA carboxilase (Cox; Nelson.,2008).
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A via usada como modelo foi obtida no site do KEEG e foi utilizada como um filtro para retirar
apenas os KO pertencentes a via de biossintese de acidos graxos do restante dos KO do genoma

da E. antarcticum B7, tornando assim possivel estuda-la separado dos outros genes.

A Figura 13 mostra a via metabdlica extraida do KEGG, os quadrados coloridos com a cor
verde representam os genes especificos da Exiguobacterium antarcticum. O identificador para a

via ¢ o “ean00061” onde “ean” indica o organismo e “00061” indica a via metabdlica.
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Figura 13: Via metabdlica da biossintese de acidos graxos. Retirado de KEGG (2017)

Apos baixar o KGML da via no KEEG (2017) foi utilizado entdo o0 SARCASM. O script
comparou os KO tanto da via metabolica quanto do genoma e selecionou apenas 0s KO em comum

e gerou a matriz estequiometrica.



Foram encontrados 41 reagdes e 44 metabdlitos e a matriz foi formada com esses componentes.

O sARCASM cria duas abas, a primeira contem a matriz e a segunda contém os genes relacionados

a cada reacdo. Ao todo foram encontrados 15 genes que estdo relacionados as 41 reagdes mostrados

na Tabela 2.

Tabela 2: Genes relacionados com suas respectivas reagdes

Namero da reacdo | Id. da reacdo | Genes
1 R07764 fabZ or faz
2 R04969 fabK or fabl or fas or fabV
3 R04966 fabK or fabl or fas or fabV
4 R04724 fabK or fabl or fas or fabV
5 R04961 fabK or fabl or fas or fabV
6 R04958 fabK or fabl or fas or fabV
7 R04955 fabK or fabl or fas or fabV
8 R04429 fabK or fabl or fas or fabV
9 R0O7765 fabl or fas or fabK
10 R0O7763 fabG or faz
11 R04543 fabG or FAS2 or FASN or faz
12 R04566 fabG or FAS2 or FASN or faz
13 R04964 fabG or FAS2 or FASN or faz
14 R04534 fabG or FAS2 or FASN or faz
15 R04536 fabG or FAS2 or FASN or faz
16 R04953 fabG or FAS2 or FASN or faz
17 R04533 fabG or FAS2 or FASN or faz
18 R04969 fabl
19 R04970 fabL or fabl or FAS1 or FASN
20 R04966 fabl
21 R04967 fabL or fabl or FAS1 or FASN
22 R04724 fabl
23 R04725 fabL or fabl or FAS1 or FASN
24 R04961 fabl
25 R04962 fabL or fabl or FAS1 or FASN
26 R04958 fabl
27 R04959 fabL or fabl or FAS1 or FASN
28 R04955 fabl
29 R04956 fabL or fabl or FAS1 or FASN
30 R04429 fabl
31 R04430 fabL or fabl or FAS1 or FASN
32 R01626 fabD or FAS1 or FASN or faz
33 R10707 fabH or fabY
34 R0O7762 fabF or fasor fabB
35 R04968 fabF or fabB or FAS2 or FASN or faz
36 R04726 fabF or fabB or FAS2 or FASN or faz
37 R04963 fabF or fabB or FAS2 or FASN or faz
38 R04960 fabF or fabB or FAS2 or FASN or faz
39 R04957 fabF or fabB or FAS2 or FASN or faz
40 R04952 fabF or fabB or FASN or FAS2 or faz
41 R04355 FAS2 or FASN or fas or fabB or fabF

Fonte: O autor
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4.2 Geracao do Arquivo no formato SBML

Apos a obtencéo da matriz estequiométrica foi feito a curadoria da via baseando-se no estudo
de outros trabalhos publicados (Carneiro et al., 2012; Kawasaki et al.,2016) para obter-se 0s
metabdlitos externos que ajudam a equilibrar a funcéo e tornar possivel o calculo do FBA mais a

frente.

Ap0s essa etapa foi utilizado o modulo SARCASM_CtS.py do script, que tem como funcéo
criar uma versdo em formato SBML da matriz de interesses. Além de criar o0 modelo ainda exibe
informacBes como: todos os metabdlitos, todas as reacBes e suas reversibilidades e 0s genes com

todas as reacOes que estdo relacionado com eles.

4.3 Calculo e analise do FBA

Os resultados obtidos ndo foram comparados com outras ferramentas do mesmo tipo pelo fato
de ter sido utilizado mddulos da biblioteca ja existente para o célculo do FBA, o COBRApy
(Ebrahim, 2013). Os resultados obtidos foram comparados com o trabalho de Kawasaki (2016)

que utilizou também um método semiautomatico, mas apenas no calculo do FBA.

Os resultados ficaram muito proximo do esperado e pelo fato de ser uma anélise estatistica ndo
influenciam na anélise do organismo em estudo, as Tabela 3 e Tabela 4 mostram a saida do
SARCASM_FBA.py da bactéria E. Antarticum B7, contém as entradas e saidas da via metabolica

simulada e seus objetivos e valores respectivos de cada reagéo.
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Tabela 3: Fluxos de entrada e saida do FBA.

Fluxo de Entrada | Valores | Fluxos de saida | Valores

Acetyl-CoA; 1000 ADP; 933
Acyl-carrier... 1000 Orthophosphate; 933
H+; 1000 CoA; 600

ATP; 933 CO2; 533
HCO3-; 933 H20; 533
NADH; 533 NAD+; 533
NADPH; 533 NADP+; 533
———————————————————————— Malonyl-CoA,; 400
------------------------ Octadecanoyl... 66.7

Fonte: O autor

51



Tabela 4: Objetivos e suas devidas porcentagens obtidas no calculo do FBA.

Objetivos | Valores | Objetivos | Valores
R1 -66.7 R4 -66.7
R10 66.7 R40 66.7
R11 66.7 R41 66.7
R12 0 R42 66.7
R13 66.7 R43 66.7
R14 66.7 R44 66.7
R15 66.7 R45 0
R16 66.7 R46 1000
R17 66.7 R47 -400
R18 66.7 R48 0
R19 66.7 R49 66.7
R2 -66.7 R5 -66.7
R20 0 R50 0
R21 -66.7 R51 933
R22 0 R52 933
R23 -66.7 R53 533
R24 0 R54 1000
R25 -66.7 R55 0
R26 0 R56 0
R27 -66.7 R57 933
R28 0 R58 933
R29 -66.7 R59 533
R3 -66.7 R6 -66.7
R30 0 R60 533
R31 -66.7 R61 533
R32 0 R62 533
R33 -66.7 R63 933
R34 533 R64 1000
R35 933 R65 600
R36 0 R66 533
R37 66.7 R7 0
R38 66.7 R8 66.7
R39 66.7 R9 -66.7

Fonte: O autor

O metabdlito principal de entrada é o Acetil-CoA. Para melhorar a convergéncia, os limites
superior e inferior foram como [0,1000] para reacGes irreversiveis e [-1000,1000] para reacao

reversivel.

Os resultados foram entdo comparados com o trabalho de referéncia de Kawasaki (2016) e as

Figura 14 e Figura 15 mostram todas as reag0es contidas nos dois trabalhos comparados, as reagdes
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ndo estdo na mesma ordem pelo fato de que 0 SARCASM cria a Matriz com suas devidas reagdes
na ordem em que elas aparecem no KGML ndo levando em consideracdo a ordem real dos

metabdlitos, porem a ordem dos fatores ndo altera o resultado para essa analise.
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Figura 14: Resultado retirado de Kawasaki (2016) .
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Figura 15: Resultado obtido pelo SARCASM.

Para a melhor compreenséo dos resultados foi retirado apenas as reagdes mais relevantes nos

dois trabalhos.

Observa-se que apesar dos resultados de Kawasaki (2016) serem mais discretos tem a mesma

relevancia pelo fato de serem estatisticos e os valores serem bem aproximados.

53



SARCASM

100

100

93,3

93,3

93,3

93,3

93,3

Reacdes

Acetyl-CoA_ext => Acetyl-CoA
H_ext=>H+

ATP + Acetyl-CoA + HCO3- => ADP +
Orthophosphate + Malonyl-CoA

ATP_ext=> ATP
HCO3-_ext => HCO3-
ADP => ADP_ext

Orthophosphate => Orthophosphate_ext

Tabela 5: Tabela de comparagéo de resultados de FBA.

Resultados
(Kawasaki, 2016)

100
100

92,308

92,307
92,3078
92,307

92,3078

Entdo esses resultados comprovam que o processo semiautomatico do SARCASM é valido,

poupa tempo, é confiavel e de facil manipulacéo dos dados antes da simulacdo do FBA.

Além disso, padroniza 0 modelo para o formato SBML tornando possivel ser utilizado por

outras ferramentas e também permite que se utilize um arquivo SBML de qualquer outra

ferramenta para efetuar o célculo do FBA.

Lembrando sempre que foram utilizadas ferramentas ja publicadas e comprovadas tanto para a

criacdo do modelo SBML quanto para o FBA, para garantir um bom resultado e garantir a eficacia

da ferramenta.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

A Biologia de sistemas vem atuando como peca fundamental para a biologia permitindo a unido

entre diversas ciéncias: matematica, fisica, biologia e computacao.

Com a grande geracdo de informacOes por parte da biologia, como dados gendmicos,
transcriptdmicos, protedmicos e metabolémicos, tornou-se necessario saber como interpretar esses
dados e extrair informac@es Uteis dos mesmos, sendo esta, uma das tarefas essencial na biologia

de sistemas.

Neste trabalho, foi abordado um pouco mais sobre os principios da biologia de sistemas, que estuda
principalmente os genomas e suas funcdes interagindo dentro do mesmo ambiente, e onde busca-se
entender o funcionamento completo de uma célula de um organismo podendo até mesmo predizer o
que pode acontecer com esse organismo em um ambiente simulado poupando tempo de bancada e

insumos nos testes.

A andlise e reconstrucéo é feita de diversas maneiras tanto manual e também por diversas outras
ferramentas como 0 KEGG, pyFBA (Cuevas et al., 2016) e COBRApy (Ebrahim, 2013), porém

ndo existe uma integracdo automatica entre eles e pouca padronizacao.

Partindo dessas dificuldades foi desenvolvido o SARCASM, uma ferramenta semi-automatica

para analise e reconstrugdo de matrizes estequiometricas.

O método apresentado neste trabalho também foi executado na andlise do genoma de um
organismo, o Exiguobacterium antarcticum B7, utilizando um conjunto de dados contendo 2.928

genes dos quais apenas o0s genes relacionados a via metabolica de biossintese de acidos graxos e
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teve seus resultados validados ao compara-los com os resultados obtidos no trabalho de Kawasaki

(2016), utilizando-se 0 mesmo conjunto de dados.
Concluiu-se a partir dos resultados obtidos pelo algoritmo desenvolvido neste trabalho foi que:

e A ferramenta tem um tempo relativamente baixo na construcdo da matriz
estequiométrica, aproximadamente 7 minutos para filtrar apenas os genes referentes a
via de interesses no genoma e criar a matriz estequiométrica. A geracao de arquivo
SBML e calculo do FBA, pelo fato de ndo precisar de uma conexdo com internet e por
fazerem pouco esfor¢co computacional, séo executados em questdo de segundos.

e Apesar dos resultados ndo serem exatamente iguais com o trabalho de referéncia sdo
muito proximos e pelo fato de serem analises estatisticas ndo influenciam no resultado
final.

e A semi-automatizacdo do processo facilita o processo total além de poupar tempo com
a modelagem.

e Facilidade de utilizar a ferramenta em qualquer sistema operacional.

5.1 Trabalhos futuros

Muitas melhorias podem ser aplicadas a técnica desenvolvida neste trabalho. Entre elas
permitir que o usuario possa usar como entrada varias vias metabdlicas para que a partir delas seja
feita a filtragem e geracdo da matriz com as diversas vias. Isso permitiria fazer a modelagem
completa do organismo com todas as suas vias ou apenas as vias de interesse de maneira muito
mais rapida e eficiente pois nesse cenario iriam existir muitas reacfes envolvidas o que tornaria

muito dificil a constru¢do manual.
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Outra melhoria seria adicionar mais métodos de analises como FVA (Flux variability analysis)
computacional utilizada para avaliar o alcance minimo e méximo de cada fluxo de reacao (Vlasov),
MOMA (method of minimization of metabolic adjustment) que se baseia nas mesmas restrigdes
estequiométricas que o FBA, mas relaxa a suposi¢do de fluxo de crescimento 6timo para delecoes
geneticas (Sagre, 2002) e MFA (Metabolic flux analysis) que é uma técnica analitica importante
para quantificar fluxos metabdlicos intracelulares como consequéncia de todas as interagdes

cataliticas e transcricionais (Lee, Park, Kim,. 2011).
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