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RESUMEN

Una meta importante en el periodo posterior al desarrollo de las técnicas de secuenciacién de nueva
generacion es la de relacionar las secuencias anotadas de los genomas con las funciones fisiol6gicas de
una célula. Es por esto que la Biologia de Sistemas ha venido trabajando en el disefio de nuevas
metodologias computacionales para la reconstruccion de redes metabdlicas a escala genémica y para el
modelamiento y la simulacién dinamica de estos sistemas biolégicos en busca de estudiar la regulacion
de los mecanismos bioldgicos para la expresién de fenotipos. Debido a la facilidad relativa para la
obtencidon de datos, el tamafio de sus genomas, los costos asociados y el interés clinico entre otras
razones, los microorganismos son el grupo en el cual mayor cantidad de redes metabdlicas se han
reconstruido. Entre los mecanismos que controlan la expresién genética, el Quorum-Sensing es relevante
no solo desde la perspectiva de las ciencias basicas, sino que se considera un eslabén importante para
lograr avances en el area biotecnoldgica. El fendmeno conocido como Quorum-Sensing (QS) se basa en
la comunicacién celular mediada por moléculas de sefializacion y se encarga de sincronizar la expresién
de fenotipos en una comunidad bacteriana, por ejemplo, para controlar su metabolismo y sus funciones
como comunidad. Tomando como modelo la red metabdlica regulada por QS en Pseudomonas aeruginosa
(PAO1) para la produccién de un factor de virulencia, de la familia de los sideréforos, conocido como
pioverdina (PVD), este trabajo busco generar la reconstrucciéon, modelamiento y simulacion dinadmica de
esta red. Para esto se empled el analisis dinamico de balance de flujo (DFBA) en el modelaje de la red
metabolica asociada al fendbmeno de QS como una estrategia importante para dar solucién al interrogante
gue se plantea en este trabajo: evidenciar en el modelo la influencia del QS de PAO1 en la sintesis de
PVD. Para dar cumplimiento a los objetivos que aborda este trabajo, la metodologia propuesta comprende
tres grandes etapas: (i) Reconstruccion, modelamiento y validacion de la red génica de QS que regula la
sintesis de PVD en PAO1. (ii) Construccién, curacion y modelamiento bajo la aproximacion de FBA de la

red metabdlica de Pseudomonas aeruginosa. Y (iii) union, modelamiento bajo la aproximacioén de DFBA y



validacion experimental in vitro de la red génica de Quorum-Sensing acoplada con la red metabélica de
PAOL1 para la sintesis de PVD. La red génica de QS que regula la sintesis de PVD en PAOL, se construyo
sobre el estandar SBML, consta de 114 especies quimicas y biolégicas y 103 reacciones. La red de QS
fue modelada como un sistema determinista siguiendo los parametros de la ley de acciéon de masas. Los
resultados mostraron que a medida que aumenta el crecimiento poblacional, aumenta la produccién de
moléculas sefial de QS en el espacio extracelular emulando asi el comportamiento natural de un cultivo
bacteriano de PAOL. La reconstruccién de la red metabdlica se realizé con base en el modelo iIMO1056,
la anotacion del genoma PAOL y la via metabdlica para la biosintesis PVD. El modelo metabdlico involucra
las reacciones de biosintesis y de transporte e intercambio de PVD y de las moléculas sefial de QS. Se
realizé la curacion de la red y posteriormente se model6 bajo la aproximacion de DFBA, empleando como
funcion objetivo la maximizacion de biomasa. Se seleccionaron nueve reacciones compartidas por la red
de QS y la red metabdlica para la fusién de ambas redes. Los flujos de estas reacciones de la red de QS,
fueron fijados en el sistema metabdlico como restricciones del problema de optimizacién. Utilizando el
DFBA, se realizaron las simulaciones del sistema para obtener (i) los perfiles de flujo para cada reaccion,
(i) el perfil de crecimiento, (iii) el perfil de biomasa y (iv) los perfiles de concentracién de metabolitos de
interés tales como moléculas de sefializacién de QS, glucosa y PVD. La red metabdlica propuesta consta
de 1124 reacciones y 881 metabolitos (modelo CCBM1737). El modelamiento dinamico de la red
metabdlica acoplada a la red de QS de PAO1, permitié evidenciar que el fendmeno de QS ejerce una
influencia directa sobre la expresién de diferentes fenotipos metabdlicos de acuerdo con el cambio de la
intensidad de la sefial de QS. Este trabajo es el primer reporte de un modelo in silico de la red génica que
comprende todos los sistemas de Quorum-Sensing acoplada con la red metabdlica de Pseudomonas

aeruginosa.

Palabras clave: Quorum-Sensing, Reconstruccion de Redes Metabdlicas, Pseudomonas aeruginosa,
Moléculas Sefial, Pioverdina, FBA y DFBA.



ABSTRACT

An important goal in the period following the development of new generation sequencing techniques is to
relate the annotated sequences of genomes to the physiological functions of a cell. That is why Systems
Biology has been working on the design of new computational methodologies for the reconstruction of
metabolic networks at genomic scale and for the modeling and dynamic simulation of these biological
systems in order to study the regulation of biological mechanisms for the expression of phenotypes. Due
to the relative ease of data collection, genome size, associated costs and clinical interest, among other
reasons, microorganisms are the group in which most metabolic networks have been rebuilt. Among the
mechanisms that control gene expression, the Quorum-Sensing is relevant not only from the perspective
of the basic sciences but is also considered an important link to achieve advances in the biotechnological
area. The phenomenon known as Quorum-Sensing (QS) is based on cell communication mediated by
signaling molecules and is responsible for synchronizing the expression of phenotypes in a bacterial
community, for example, to control its metabolism and functions as a community. Taking as a model the
metabolic network regulated by QS in Pseudomonas aeruginosa (PAO1) for the production of a virulence
factor, of the siderophore family, known as pyoverdine (or this purpose, the dynamic flow balance analysis
(DFBA) was used in the modeling of the metabolic network associated with the QS phenomenon as an
important strategy to provide a solution to the question posed in this paper: to highlight in the model the
influence of the QS of PAOL on the synthesis of PVD. In order to meet the objectives of this work, the
proposed methodology comprises three main stages: (i) Reconstruction, modeling, and validation of the
QS gene network that regulates the synthesis of ODP in ODP1. (ii) Construction, healing, and modeling
under the ABF approach of the metabolic network of Pseudomonas aeruginosa. And (iii) binding, modeling
under the DFBA approach and in vitro experimental validation of the Quorum-Sensing gene network
coupled with the PAO1 metabolic network for PVD synthesis. The QS gene network that regulates the
synthesis of PVD in PAO1 was built on the SBML standard, consisting of 114 chemical and biological



species and 103 reactions. The QS network was modeled as a deterministic system following the
parameters of the law of mass action. The results showed that as population growth increases, the
production of QS signal molecules in the extracellular space increases, emulating the natural behavior of a
bacterial culture of PAO1. The reconstruction of the metabolic network was carried out based on the
iMO1056 model, the annotation of the PAO1 genome and the metabolic pathway for PVD biosynthesis.
The metabolic model involves the reactions of biosynthesis and transport and exchange of PVD and QS
signal molecules. The network was cured and then modeled under the DFBA approach, using biomass
maximization as an objective function. Nine reactions shared by the QS network and the metabolic network
were selected to merge the two networks. The flows of these reactions from the QS network were set in
the metabolic system as restrictions of the optimization problem. Using DFBA, system simulations were
performed to obtain (i) the flow profiles for each reaction, (ii) the growth profile, (iii) the biomass profile and
(iv) the concentration profiles of metabolites of interest such as QS, glucose, and PVD signaling molecules.
The proposed metabolic network consists of 1124 reactions and 881 metabolites (model CCBM1737). The
dynamic modeling of the metabolic network coupled to the QS network of PAOL, allowed to show that the
QS phenomenon has a direct influence on the expression of different metabolic phenotypes according to
the change in the intensity of the QS signal. This paper is the first report of an in silico model of the gene
network comprising all Quorum-Sensing systems coupled with the metabolic network of Pseudomonas

aeruginosa.

Keywords: Quorum-Sensing, Metabolic Network Reconstruction, Pseudomonas aeruginosa, Signal
Molecules, Pyoverdine, FBA, and DFBA.
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II. JUSTIFICACION

El disefio de nuevas metodologias computacionales para el modelamiento y simulacién de
sistemas bioldgicos de forma eficiente, vienen desarrollandose hace aproximadamente diez
afios (Khatri, Sirota, & Butte, 2012). Sin embargo, hoy en dia aln no se logra un completo
acercamiento de los modelos computacionales con la realidad, dada la complejidad de los
sistemas bioldgicos. Esto se debe en parte a que tales modelos han considerado los sistemas
biolégicos como sistemas estaticos y no como sistemas dinamicos, siendo los sistemas
dindmicos de gran importancia ya que estan relacionados con los cambios e interacciones

gue pueden experimentar todos los componentes del sistema con relacién al paso del tiempo.

Uno de los métodos que mas se ha empleado para analizar redes metabdlicas microbianas
es el Analisis de Balance de Flujo (FBA, por sus siglas en inglés: Flux Balance Analysis), el
cual se emplea tipicamente para estudiar el flujo metabdlico en un estado particular constante
del sistema. No obstante, hay muchas situaciones donde la reprogramacion de la red
metabdlica es importante (Mahadevan, Edwards, & Doyle, 2002), por lo cual, el estudio
dinamico de estas redes metabdlicas se ha convertido en un desafio para la Biologia de
Sistemas. Es asi como Mahadevan y colaboradores en 2002, presentaron una herramienta
de analisis para el estudio cuantitativo de la dindmica de redes metabdlicas, que denominaron
andlisis dindmico de balance de flujo (DFBA, por sus siglas en inglés: Dynamic Flux Balance
Analysis) y que ha servido como punto de partida para trabajos como los reportados por
Gonzalez y colaboradores en 2009 y 2010 (Gonzalez Barrios & Achenie, 2010; Gonzalez

Barrios, Covo, Medina, Vives-Florez, & Achenie, 2009).



Un ejemplo acertado de una red biolégica que se relaciona directamente con el estado
metabodlico de un microorganismo es la red de Quorum-Sensing, fendmeno de comunicacion
bacteriana que usualmente se consideraba tenia como Unica funcién determinar la densidad
poblacional, sin embargo, se ha demostrado que existen fuertes relaciones entre el estado
metabdlico o fenotipo metabdlico de un microorganismo y las sefiales de QS (Gonzélez
Barrios & Florez, 2010). Tomando como base que el QS es un fendmeno de regulacion de la
expresion genética y que el metabolismo bacteriano esté influenciado por éste, es necesario
entender cdmo funcionan las redes metabdlicas asociadas al fendomeno de Quorum-Sensing
en diferentes estados (tiempo). Sin embargo, el planteamiento de un modelo determinista para
explicar el comportamiento y funcionamiento de esta red completa presenta el problema de la
parametrizacion de todas las variables involucradas, por lo cual es necesario el empleo de un
FBA, que no solo toma en cuenta el metabolismo, sino que no requiere el conocimiento de los

parametros cinéticos del modelo.

Por esta razon incorporar un FBA y DFBA en el modelaje de la red metabdlica asociada al
fendmeno de QS es una estrategia importante para dar solucién al interrogante que se plantea
en este trabajo: evidenciar en el modelo la influencia del Quorum-Sensing de Pseudomonas
aeruginosa en la sintesis de alguno de sus metabolitos. Para este caso de estudio particular,
se escogio la sintesis del sideréforo Pioverdina, debido a que i) es un metabolito regulado por
QS que actian como agente quelante de alta afinidad (Bultreys, Gheysen, Maraite, & De
Hoffmann, 2001) y del que se sabe que su funcion principal es tomar el hierro del ambiente y
lo deja en una forma disponible para la célula (Silva & Almeida, 2006), ii) es sintetizado como
respuesta a la condicion de estrés generada por la baja disponibilidad de hierro en el medio
(Liu et al., 2012), requerido para varios procesos metabdlicos y de supervivencia y iii) es un
metabolito que se encuentran implicado en importantes problemas de fitopatogenicidad y de

salud publica.

Uno de los trabajos que evidencia el papel del QS en el metabolismo celular bacteriano, es el
de Mondsy O'Toole ( O6 Tool e & Mguiersmencrta® §ue, histéricamente, las
vias de sefializacion se han visto como redes generales que controlan las redes metabdlicas,
pero no hacen parte de ellas. Ellos, argumentan que esta vision candnica de los sistemas de
sefializacion ha limitado el alcance y la amplitud de la investigacion sobre moléculas y

procesos bioldgicos bajo el marco de la sefalizacion celular. Plantean que hay que re-



conceptualizar la visién actual del metabolismo y la sefializacién intercelular como procesos
mecanicistamente independientes, para dar una visibn global de la totalidad de las
implicaciones de las vias de sefializacion. Ademas, investigaron la capacidad de los
metabolitos para desplegar diferentes funciones bioldgicas y para actuar no sélo dentro de los
limites de las vias biosintéticas y energéticas, sino también como sefiales intercelulares que
comunican informacién acerca de los estados fisiolégicos a los diferentes miembros de su
comunidad, que se encuentran adaptados para recibir y procesar esta informacion. Los
autores dieron evidencia del papel de varios metabolitos en la regulacién de multiples rasgos
comunitarios como la formacion de biopeliculas, swarming y filamentacion. Finalmente
plantean el inmenso campo que existe para explorar los distintos roles que pueden jugar los
metabolitos en la biologia de un organismo, separados de sus roles metabdlicos primarios
(O6Tool e & Monds, 2008)

Pseudomonas aeruginosa (PAO1) fue escogido como modelo biolégico para este trabajo
porgue es un organismo ampliamente estudiado con su genoma completo (Stover et al., 2000)
reportado en bases de datos bioldgicas especificas, como PseudoCyc (Romero & Karp, 2003)
y cuyos circuitos de Quorum-Sensing estan completamente caracterizados y se conocen una
gran variedad de fenotipos regulados por esta via (Lee, Yoon, Park, Lee, & Yoon, 2011).
Especificamente se realizé la reconstruccion de la red metabdlica asociada con la red de
Quorum-Sensing para la sintesis del sideréforo pioverdina. EI modelamiento de esta red se
llev6 a cabo como un sistema dindAmico, debido a las implicaciones que tiene una respuesta
biolégica en el tiempo, puesto que los microorganismos deben responder a cambios externos
(termodinamicos vy fisicoquimicos, entre otros) que se ven reflejados en cambios internos a
nivel transcripcional y de los flujos metabdlicos en el sistema (Feist, Herrgard, Thiele, Reed,
& Palsson, 2008)

La metodologia computacional para la reconstruccion, modelamiento y simulacion de una red
biol6gica contemplada como un sistema dinamico propuesta en este trabajo, pretende ser lo
suficientemente sélida y coherente para ser reproducida en algunos sistemas biolégicos del
mismo tipo, y que pueda ser utilizada posteriormente como referencia en estudios a nivel

biotecnoldgico, molecular, bioinformatico y en diferentes campos de las ciencias naturales.
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V. MARCO TEORICO

4.1. Reconstruccion y Curacion de Redes Metabdlicas a Escala

Gendmica

El metabolismo celular involucra entre otras actividades la absorciéon de nutrientes, seguida
por su transformacion a través de una compleja red de reacciones catalizadas por enzimas
altamente especificas, la produccién de numerosos componentes intracelulares conocidos
como metabolitos y otros productos metabdlicos que son excretados. Un aspecto distinto del
metabolismo es la presencia de procesos reguladores que llevan a los organismos a cambios
bioguimicos, por el control de niveles de expresion y actividades de varias enzimas que
catalizan las transformaciones metabdlicas. Consecuentemente el estado metabdlico de un
organismo puede establecerse tanto en funcion de su ambiente como de su base genética
(Ramkrishna & Song, 2012).

La funcion celular se basa en una compleja red de interaccion de reacciones quimicas
cuidadosamente organizadas en el espacio y en el tiempo; estas redes de reacciones
bioquimicas producen funciones celulares observables, de aqui que la reconstruccion de este
tipo de redes, se conciba como el proceso de identificar todas las reacciones que se
encuentran comprometidas en una funcién celular especifica dentro de un organismo

(Palsson, 2006). La reconstruccion de redes de reacciones bioquimicas (metabdlicas)
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actualmente se consideran el centro de analisis de sistemas para procesos celulares,
constituyéndose como un denominador comun tanto para el analisis de datos experimentales

como para los estudios computacionales en biologia de sistemas (Feist et al., 2008).

Anterior a la publicacién y disponibilidad de las secuencias anotadas de genomas completos,
solamente los reportes de literatura provenientes de la caracterizacion bioquimica de las
enzimas involucradas en una red metabdlica, eran la fuente de informacion para el desarrollo
0 reconstruccion de redes; actualmente, con la posibilidad de secuenciar y anotar genomas
completos, se pueden generar reconstrucciones de redes metabdlicas mas completas y
confiables, incluso para los organismos de los cuales existe poca informacion bioquimica

reportada en la literatura.

Inicialmente para implementar el proceso de reconstruccion metabdlica, se requiere tener
claridad para cada una de las enzimas involucradas en la red, en cuanto a él o los sustratos
sobre los cuales actla la enzima y qué productos genera, qué y cuales son los coeficientes
estequiométricos para cada metabolito que participa en la reaccion (o reacciones); cuantas y
cuales de las reacciones implicadas son termodinamicamente reversibles, donde se produce
la reaccién en la célula, entre otras; estableciendo de esta manera una base de datos del

conjunto de ecuaciones quimicas que constituyen las reacciones de la red (Feist et al., 2008).

Por lo general las reconstrucciones metabdlicas a escala genémica (GENRES, por sus siglas
en inglés: Genome-scale Network Reconstruction), han sido construidas manualmente (Feist
et al., 2008; Oberhardt et al., 2008). Se realiza una reconstruccion inicial a partir del
ensamblaje y anotacién del genoma, junto con la informacion de las bases de datos disponible
en linea, como KEGG (Kanehisa et al., 2006), BioCyc y MetaCyc (Caspi et al., 2014) y
MetaNetX (Ganter et al., 2013), entre otras; que relacionan los genes conocidos a una
categoria funcional y ayudan a reducir la brecha (gap) genotipo-fenotipo. La reconstruccién
inicial es curada por medio de la revision de literatura reportada y a continuacion, la
reconstruccion a escala genémica es convertida en un modelo matematico (computacional-in
silico) para poder ser analizada y es validada mediante la comparacion de las predicciones
del modelo y los datos fenotipicos. La reconstruccion metabolica se le pueden integrar los set
de datos procedentes del empleo de técnicas de alto rendimiento, tales como datos de
expresion, datos transcriptomicos, protedémicos, metabolomicos o lipidomicos, entre otros,

permitiendo evaluar un gran numero de interacciones, con lo cual se logra perfeccionar y

11



ampliar el contenido de la red, lo que mejora la precision de los resultados obtenidos de la
misma (Feist et al., 2008; M. A. Oberhardt et al., 2008) y que pueden ser comparados con los

datos biolégicos obtenidos in vitro de la redes metabdlicas.

A través del analisis de gaps y subsecuentemente del andlisis de rutas, varios estudios han
elucidado tanto la estequiometria de algunas reacciones, como las rutas mas eficientes para
la produccién de ciertos metabolitos. También es comun, que los esfuerzos para las
reconstrucciones proporcionen estimados de alta calidad para parametros celulares, tales
como los flujos especificos de la red, el rendimiento del crecimiento y del mantenimiento con
base en el gasto de ATP. Todos estos valores tedricos son usualmente empleados para la
construccion de hipétesis o validaciones en estudios bioldgicos, de los cuales han sido
publicados varios trabajos sobre reconstruccién metabdlica, incluyendo predicciones in silico

para el disefio de medios metabdlicos minimos.

Las reconstrucciones metabdlicas a escala genémica pueden ser empleadas en una gran
variedad de aplicaciones. Muchos de los analisis basados en restricciones posibles en
GENREs metabdlicas, se basan en la teoria de que la evolucién selecciona de forma
optimizada organismos para la adaptacion, un concepto que se cristaliz6 con el desarrollo de

analisis de balances de flujo (FBA, por sus siglas en inglés: Flux Balance Analysis).

Las GENREs permiten organizar toda la informacion disponible sobre el metabolismo de un
organismo mediante la construccion y curacion de una red metabdlica in silico (computacional)
gue vincula de forma eficiente el genoma y la expresion génica con los flujos de reacciéon
metabdlica, la biomasa, la produccion y consumo de energia. Las GENREs pueden ser
empleadas para predecir y comprobar la relacion entre el genotipo y el fenotipo de un
organismo a través del modelamiento basado en restricciones (Haggart, Bartell, Saucerman,
& Papin, 2011). Los modelos a escala genémica (GSM, por sus siglas en inglés: Genome-
Scale Metabolic Models) y sus aplicaciones, han creciendo exponencialmente debido a la
utilidad de nuevos métodos de construccion automética de GSM y al aumento en la

comercializacién de bioprocesos (Senger, Yen, & Fong, 2014).
La construccion de un modelo GSM para un organismo conlleva una serie de pasos

posteriores a la secuenciacion, ensamblaje y anotacion del genoma. El primer paso contiene

la construccion inicial de las rutas metabdlicas, en el cual se requiere la seleccion de las
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enzimas con numero de la Comisibn Enzimatica (EC) y de las reacciones bioldgicas
asociadas, basandose en la anotacion del genoma y en los mapas metabdlicos procedentes
de bases de datos especializadas como la enciclopedia de genes y genomas de Kyoto
(KEGG) (Kanehisa et al., 2006) y MetaCyc (Caspi et al., 2014); la construccion también, debe
ser alimentada con reacciones de transporte en membrana como TCDB (Saier, 2006) y
TransportDB (Elbourne, Tetu, Hassan, & Paulsen, 2017; Ren, Chen, & Paulsen, 2007; Ren,
Kang, & Paulsen, 2004).

Finalmente, con base en el conocimiento fisiologico del organismo, la comparacién con
especies similares basada en la homologia enzimética y con los datos provenientes de
técnicas de alto rendimiento (Transcriptoma, proteoma y metaboloma), puede alimentarse la
construccion de las redes biolégicas (Senger & Papoutsakis, 2008).

Posteriormente, como proceso de curacion del modelo GSM se procede a la identificacion de
rutas metabdlicas incompletas, precursores de biomasa, patologias de los metabolitos y ciclos
termodinamicamente infactibles presentes en la red. Debido a la anotacién incompleta de
genomas, la construccion de una red comunmente resulta en una red metabdlica no funcional
debido a enzimas faltantes o reacciones biogu?2mi
resultantes del incorrecto y mal etiquetamiento de metabolitos y reacciones en bases de datos
de reacciones bioldgicas. Por lo anterior, se han desarrollado algoritmos para automatizar los
procesos necesarios para identificar y en algunos casos resolver estas discrepancias en las

redes metabdlicas (Senger & Papoutsakis, 2008) y curarlas completamente.

Uno de estos procesos de curacion consiste en el desarrollo de las ecuaciones constituyentes
de biomasa que se calculan con base en datos gendmicos Yy fisiologicos disponibles. Las
ecuaciones estan definidas como la sumatoria de RNA, DNA, proteinas, lipidos, componentes
de pared celular y de citoplasma necesarios para el crecimiento celular del organismo
supliendo sus requerimientos energéticos. Posteriormente, empleando el enfoque por
ingenieria reversa propuesto por Senger y colaboradores en 2008 (que se basa en la
optimizacion de los flujos de reaccion de la red teniendo como funcidn objetivo la maximizacién
de la tasa de crecimiento, (Senger & Papoutsakis, 2008)), se verifica la de produccion de cada
uno de los metabolitos constituyentes de biomasa a través de la adicion de reacciones de
transferencia de biomasa y de metabolitos. Estas reacciones de transferencia principalmente

son ecuaciones arbitrarias e hipotéticas de transporte de membrana, usadas solamente para
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identificar discrepancias metabdlicas de la red, las cuales no estaran presentes en la red
metabdlica final, ya que se van eliminando sisteméaticamente una a una hasta que se alcance

una tasa de crecimiento igual a cero.

De esta manera, se identifican los componentes (metabolitos) de biomasa responsables de
detener el crecimiento in silico, bien sea por que no se estan sintetizando o por que se
degradan en la red metabdlica construida. Al identificar los componentes anteriormente
mencionados, se implementan medidas iterativas para solucionar los problemas de los
metabolitos de biomasa, verificando y adicionando las reacciones necesarias para llenar los
gaps involucrados en la produccion de éstos constituyentes de biomasa (Senger &
Papoutsakis, 2008).

El enfoque por ingenieria reversa descrito anteriormente se emplea solo para identificar el
minimo de reacciones esenciales para que el organismo tenga una tasa de crecimiento in
silico diferente a cero. Sin embargo, dentro de la red pueden existir otros gaps producto de
metabolitos bloqueados o desconectados, que generan patologias al interior de la red. Es
decir, metabolitos que no son producidos (patologia RNP, del inglés root no-production) por
ninguna de las reacciones o importados del espacio extracelular a través de las vias de
absorcion incluidas en el modelo GSM, o0 metabolitos que no son consumidos (patologia RNC,
del inglés, root no-consumption) por ninguna de las reacciones o exportados al espacio
extracelular por vias de secrecion, los cuales por ende se acumulan en el sistema. Este tipo
de patologias se evidencia con la falta de flujo en los metabolitos tipo RNP y RNC y se puede
propagar corriente arriba o corriente abajo en la red metabdlica, dando lugar a la aparicion de
metabolitos adicionales que no pueden transportar algun flujo, bien sean de tipo no-production

0 no-consumption (Kumar, Dasika, & Maranas, 2007).

La resolucion de este tipo de patologias presentes en las redes, se pueden solucionar por
medio de algoritmos automatizados como GapFind/GapFill. GapFind identifica
automaticamente los metabolitos que no pueden ser producidos o consumidos en una red
metabdlica y genera una lista con los gaps identificados, la cual es empleada por GapFill que
intenta corregir o llenar estos gaps aumentando el modelo GSM. GapFill es un modelo de
optimizacion que intenta llenar los gaps haciendo un minimo de modificaciones al modelo,
bien sea adicionando al modelo GSM reacciones provenientes de bases de datos externas

(KEGG, MetaCyc) o adicionando reacciones de transporte intracelulares y/o extracelulares
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(Maranas & Zomorrodi, 2016). Por medio de este algoritmo automatizado se logra restaurar
la conectividad de los metabolitos y eliminar las patologias tipo RNP, RNC, no-production y

no-consumption.

Los métodos de curacion para modelos GSM finalizan con la deteccion y solucién de ciclos
termodindmicamente infactibles. La presencia de estos ciclos se considera una de las
mayores causas de degeneracion de las GENREs, ya que pueden llevar un flujo nulo sin
ninguna comunicacion entre el sistema y el ambiente externo en términos de intercambio de
materia (Murabito, Simeonidis, Smallbone, & Swinton, 2009). Lo anterior se puede presentar
debido a una posible violdaiwon edce |llaad Isoyudéebnes
estado estacionario. Esta ley es analoga a la segunda ley de Kirchhoff para los circuitos
eléctricos, en su analogia se establece que las fuerzas de conduccion termodinamicas
alrededor de un ciclo metabdlico deben sumarse a cero y establece que en estado
estacionario no puede haber un flujo neto alrededor de un set de reacciones que forman un
ciclo metabdlico cerrado dentro de la red en estado estacionario (Schellenberger, Lewis, &
Palsson, 2011).

Para detectar este tipo de discrepancias en los modelos GSM Schellenberg y colaboradores
propusieron en 2011 un algoritmo que consiste en realizar una Analisis de Variabilidad de
Flujos (FVA, por sus siglas en inglés: Flux Variability Analysis) para identificar las reacciones
a las cuales sus flujos estan en los limites maximos o0 minimos establecidos (Véase Ecuacion
6, en la pagina 50); para estas reacciones es calcula su matriz estequiométrica (Gianchandani,
Chavali, & Papin, 2010), teniendo en cuenta los metabolitos que las constituyen y sus
respectivos coeficientes estequiométricos; con esta matriz se calcula el espacio nulo y se

identifican los ciclos metabdlicos y las reacciones que los constituyen.

La posterior solucion a estos ciclos se realiza manualmente, en primera instancia verificando
la direccionalidad de las reacciones involucradas en el ciclo y cambiandola siempre y cuando
su termodinamica (valor de DG°) lo permita, también se identifican las reacciones duplicadas
en la red y que pertenezcan a algun ciclo para asi eliminarlas y como ultima instancia se
considera el bloqueo de algunas reacciones que no sean relevantes metabdlicamente y que
puedan ayudar a eliminar el ciclo. Al finalizar el proceso de reconstruccion y curacion del

modelo GSM, éste se puede emplear para realizar el modelamiento del sistema.
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4.2. Modelamiento de Redes Metabdlicas a Escala Gendmica por FBA

Actualmente se han desarrollado varios métodos computacionales para el analisis metabdlico
de los modelos GSM, entre estos métodos el mas empleado es el FBA, el cual se basa en la
estequiometria de las reacciones que constituyen la red (Maranas & Zomorrodi, 2016). Para
esto el FBA utiliza los coeficientes estequiométricos de cada reaccion y un grupo de

restricciones para la optimizacion del sistema.
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Figura 1. Principales pasos a seguir para modelar un GSM por analisis de balance de flujo i FBA.
Esencialmente, este proceso implica cuatro pasos: (i) Reconstruccion del modelo GSM, (ii) Construccion
de la matriz estequiométrica, (iii) definicion de la funcién objetivo biolégicamente relevante y adicion de
otras restricciones termodinamicas y bioquimicas y (iv) optimizacion (Raman & Chandra, 2009).

Este método in silico se emplea para estudiar el comportamiento celular bajo diferentes
condiciones de crecimiento y simular los cambios metabdlicos que ocurren en las células de

acuerdo con sus condiciones de crecimiento. El FBA, es un método matematico que aplica
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programacion lineal (LP) para resolver, describir y analizar los flujos de las reacciones del
metabolismo de un sistema biolégico (organismo) en estado estacionario, generando una
distribuciéon de flujo dentro del sistema que se optimiza hacia un 'objetivo’ particular (funcion
objetivo), sujeto a un conjunto de restricciones fisicoquimicas y termodinamicas que rigen el
sistema (Gianchandani et al., 2010). Después de solucionar el problema de optimizacion
basado en las restricciones, se reduce el espacio de solucion de posibles fenotipos, lo que
permite un andlisis mas preciso y la caracterizacion de la red metabdlica del organismo

(Blazier & Papin, 2012) (Véase Figura 1, en la pagina 16).

Sin embargo, este método asume el sistema bioldgico en estado estacionario, lo cual significa
gue en cualquier momento la concentracion de un metabolito determinado es constante en la
red, lo cual permite que no sea necesario tener la informacion de las concentraciones de los
metabolitos, ni de la cinética enzimatica del sistema; de esta manera los coeficientes
estequiométricos son suficientes para la maximizacion matematica de la funcién objetivo
(Orth, Thiele, & Palsson, 2010). Este tipo de FBA involucra la optimizacion de una red, dada
una funcién objetivo determinada; frecuentemente, siendo la maximizacién de una reaccion
de fAibiomasad | a funci-n objetivo m8s empl
valores de flujo y/o crecimiento in silico y que se centra en la premisa que la célula selecciona
las rutas metabdlicas y los flujos de sus reacciones mas eficientes en busca de obtener su

mejor crecimiento (Westerhoff et al., 2009).

Estos procesos de optimizacién generan un grupo 6ptimo de valores de flujos metabdlicos
gue son consistentes con la maximizacion (o minimizacion) de la funcién objetivo determinada
(M. A. Oberhardt et al., 2008). En general el problema de optimizacién se puede formular tal
y como se presenta en la Ecuacion 1 (en la pagina 17):

Ecuacioén 1:

0 6@ Q6 QG DI
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Donde, "Ges el nimero total de metabolitos, 0 el nimero total de reacciones, ‘ es la funciéon
objetivo determinada, la cual comUnmente suele ser la maximizacion de biomasa; L
corresponde al flujo de la reaccién 'Qel cual es expresado end & £ ®0w Q .0 6y Y6
corresponde a los limites o valores inferiores y superiores posibles que puede adquirir U y
gue dependen directamente de la termodindmica de cada reaccion; es decir, comunmente
para reacciones reversibles 0 6 PIMMENOM Q yY6 prnmméROw Q
para reacciones irreversibles 0 6 TG A £WOWL Q y Y6 pmrmhm £ ROL Q
Finalmente, "Y es la matriz estequiométrica, que representa el coeficiente estequiométrico

del metabolito “(en la reaccién Q

Para el desarrollo del FBA para modelos GSM provenientes de GENRES, se requiere de la
reconstruccion de la red estequiométrica, la cual se representa en forma de una matriz
est equi omW@(Giarchamrdaniiet al., 2010). Esta matriz de dimensiones ‘¢ "(donde Q

es el nimero de metabolitos y "(es el vector del flujo de la red), esta formada a partir de los
coeficientes estequiométricos de las reacciones que comprenden una red de reacciones
(Mahadevan et al., 2002). Esta matriz estd organizada de forma tal que cada columna
corresponde a una reaccion y cada fila corresponde a un compuesto. Las entradas son los
coeficientes estequiométricos, cada columna que describe una reaccion esta restringida por
las reglas de balanceo de reacciones quimicas y finalmente cada fila describe la reaccién en
la cual el compuesto participa y por lo tanto como se interconectan las reacciones. La matriz
estequiom®trica tr ansufoor(nai eelc omadtemre de sf Ituajsa s
vector que contiene las derivadas en el tiempo de las concentraciones, la cual contiene tanto

la informacion quimica como la informacién de la red (Palsson, 2006).
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43.Comuni caci - n BRaaumeSensmgoa : 0

Las bacterias se comunican entre ellas (comunicacion intercelular) por medio de sefales
guimicas para coordinar actividades conjuntas como la expresion de fenotipos, en funcion de
la densidad poblacional, a esto se le conoce como Quérum-Sensing (QS) y es una cualidad
comun en diversas especies bacterianas, que puede ser de hecho una caracteristica universal
de sefalizacién bacteriana (Fuqua & Greenberg, 2002) . Esta comunicacion intercelular en
bacterias esta basada tanto enla producciony la deteccién de una amplia variedad de
moléculas senal difusibles llamadas autoinductores, como en la activacion de sistemas de
deteccion de sefiales y mecanismos de transduccion de sefiales (Lazdunski, Ventre, & Bleves,
2007). En 1994 se llegd a la denominacion general de Quorum-Sensing (QS), propuesta
por Fugua (Fuqua, Winans, & Greenberg, 1994), quien basado en sus estudios sobre
comunicacion bacteriana, afirmé que el proceso de comunicacién célula-célula permite que
las poblaciones bacterianas tengan la capacidad de coordinar la expresion de genes de
acuerdo con la densidad poblacional, sincronizando diversos fenotipos en la comunidad y el
comportamiento del grupo o poblacién en general (Givskov, Rasmussen, Ren, & Balaban,
2008; Lazdunski et al., 2007).

El mecanismo funcional del QS es la produccidon de autoinductores que interactian con
receptores especificos de la misma célula y en células vecinas, lo que a su vez regula la
expresion de determinados genes; mediante la interaccion de estas sefiales con otras
provenientes de los estimulos del medio ambiente, donde las bacterias son capaces de exhibir
respuestas y participar en interacciones complejas (Gray, 1997). En sintesis, el término
"Quorum-Sensing" describe la capacidad de un microorganismo para percibir y responder a
la densidad poblacional microbiana, generalmente basandose en la produccién y subsecuente
respuesta a moléculas sefial difusibles para la coordinacion de actividades en grupo (Fuqua,
Parsek, & Greenberg, 2001) y se puede def i nir lagseguwation de-la
expresion génica en respuesta a la fluctuacion en la densidad de la poblacion celularo(Fuqua,
Winans, & Greenberg, 1994; Reading & Sperandio, 2006).

El fenébmeno de QS fue por primera vez descrito en V. fischeri y se conoce como el sistema

LuxR/Luxl, por regular el operdn de la luciferasa. En este sistema, el gen lux| codifica para la
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sintetasa de las N-acil-homoserin-lactonas (AHLSs), estas AHLs son capaces de atravesar la
membrana y la pared celular y unirse al receptor LuxR bajo cierta concentracion umbral
dependiente de la densidad celular y su difusién en el medio. EI complejo LuxR-AHL actla
como factor de transcripcion sobre el operén de la luciferasa (lux-box) favoreciendo la
expresion de ciertos genes que se encuentran regulados por dicho complejo (Fugqua, Winans,

& Greenberg, 1994) (Véase Figura 2, en la pagina 20).

Baja densidad celular Alta densidad celular

CLuxi
7

Biolumiscencia

Figura 2. Sistema de Quorum-Sensing LuxR/Luxl en V. Fischeri. Fendmeno de QS dependiente de la
concentracion celular. EL gen lux! codifica para la sintetasa de AHL. La AHL funciona como una molécula
auto-inductora con la capacidad de atravesar la membrana y pared celular y cuando supera un umbral
critico unirse al receptor LuxR. El complejo LuxR-AHL actia como factor de transcripcion sobre luxbox
para estimular la expresiéon de los genes bajo su regulacién, en este caso aquellos involucrados en la
produccion de bioluminiscencia. (Tomado de:(Fernandez, 2012)).

En bacterias Gram-positivas, se conoce que las moléculas autoinductoras o de sefializaciéon
son en su mayoria péptidos de entre 5 y 20 aminoacidos, mientras que, en el caso de las
bacterias Gram-negativas como es el caso de Pseudomonas aeruginosa, estas moléculas de
sefalizacion son tipicamente las AHLs. Independiente del tipo de molécula sefalizadora,
éstas se emplean para la comunicacion dentro de una especie especifica, al igual que entre
especies distintas, generando un didlogo multiespecifico (Lazdunski et al., 2007) (Véase

Figura 3, en la pagina 21).

Las moléculas sefalizadoras se unen a receptores especificos, conocidos en el caso de las

bacterias Gram-negativas como proteinas tipo LuxR, induciendo un cambio conformacional
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en éstos y favoreciendo la formacion de dimeros o multimeros, lo cual permite la unién del
receptor al DNA, actuando como un regulador transcripcional. La expresion de un gen
regulado por QS, esta determinada por la concentracion del multimero activado homélogo de
LuxR, que depende de la concentracion de la sefial dada por las AHLs, la cual a su vez
depende de la densidad poblacional. En otras palabras, la activacion de los genes controlados

por QS dependen tanto de la concentracion de la molécula sefializadora AHL, como de la

cantidad de receptores tipo LuxR disponibles (Givskov, Rasmussen, Ren, & Balaban, 2008).

Figura 3. Mecanismo general del sistema de comunicacion bacteriana Quorum-Sensing. A. Bacterias
Gram negativas, y B. Bacterias Gram positivas. (Tomado de (Cardenas Barbosa, 2012))

El estudio de las redes de comunicacion bacteriana, QS, se considera una herramienta de
gran valor para comprender los fendmenos de sincronizacion bacteriana que estan regulados
por QS, como por ejemplo la produccion de bioluminiscencia (Reading & Sperandio, 2006) y
la liberacién de factores de virulencia, entre otros; dando como resultado la expresion
sincronizada de un fenotipo en una poblacion celular. Se ha demostrado que una gran
cantidad de fenotipos se encuentran bajo la regulacion del QS, estos incluyen la produccién
de pigmentos, la maduracién de biopeliculas (biofilms) bacterianas, la expresiéon de factores
de virulencia como neuraminidasas, proteasas y pioverdinas, entre otros; para casos
especificos como el de Pseudomonas aeruginosa (Fuqua, Winans, & Greenberg, 1994;
Reading & Sperandio, 2006).
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Para el desarrollo de este trabajo nos hemos centrado en el fenédmeno de QS presente en
Pseudomonas aeruginosa (PAO1), por lo cual a continuacién, se describen los circuitos de

QS para esta bacteria:

Una caracter2zstica importamdeudeonmo@las cizmsc wigd @ o &
complejidad con | a que regula | a expresi dmsde u
sistemas (LasR/Lasl y RhIR/RhII) y un sistema in

i nvolucrada en el (tazdumski ettlo20@re rEeg well acsii-snt ema Las
mol ®cul a de se dkixzoadcoid-ent-bamandlsd alhona 3J0«€Ci2ODHL ,

HSL) , sintetizada por Lasl y detectada por-LasR;
but alnlborhos-Eachon&4-HBHL,si ntetizada por RhlIl y de:
respecto a la funci-n de | os dos stefenmhast aéest 0
gue el primer sistema regula | a expresi-n del S

respuestas de QS en genes determinados (Givskov

puede tambi ®n actuar de formaiaant deomagpaona fego

Adem8s, estos sistemas de QS est&n vinculados a
involucran | a participaci-n de otras proteznas |
sefalizaci-n PQS (del i ngb®PgnalPsegdemondsf Qunanpt
de-hz2p3hildroxiquinol ona, mol ®cul a con actividad
control positi vloa,ss oybruen eclonstirsotle nmae gRHh.li VED ssa bsrtee mea
regulatorio QsaRRHBR¥WYiIi d@Mt i d®ntico a LasR) cont
uni -n a AHLs y otro de uni-n a DNA qgque son car af
muestra wuna alta conservaci - -n con Llhom- Esgadi dg

gen®ticos gesegtieer pnote2na funciona como modul ado
regulones Las y Rhl ejerciendo un control nega:
p or (l@&Aunskietal., 2007).

De acuerdo a lo reportado en la literatura, actualmente se sabe que una fraccion del genoma
de Pseudomonas aeruginosa se encuentra regulado por sistemas de QS, y parte de este
genoma corresponde a genes que codifican para la sintesis de factores de virulencia (Hentzer
et al., 2003; Kievit, Gillis, Marx, & Brown, 2001; Schuster & Peter Greenberg, 2006a). Como
prueba de esto, se han desarrollado para Pseudomonas aeruginosa, modelos in silico de

algunos de los circuitos de QS, que han permitido tener una idea mas clara sobre el papel de

22



las diferentes proteinas y genes en la activacién del mecanismo de comunicacién. Fagerlind
y colaboradores en 2005, se mostraron interesados en estudiar la dinAmica del sistema de QS
en Pseudomonas aeruginosa, sometiéndolo a perturbaciones, por antagonistas para la N-(3-
oxododecanoil)-homoserin lactona (30-C12-HSL) y evaluando si las propiedades para
bloguear el QS se podian aumentar, mediante la alteracion de los antagonistas para 30-C12-
HSL (Fagerlind et al., 2005).

Otro trabajo en el que se han estudiado este tipo de redes in silico fue el de Gonzalez y
colaboradores en 2009, quienes examinaron la dindmica de la red de QS para simular la
captacion de la molécula autoinductora-2 (Al-2) de E. coli del medio extracelular, mediante
modelos deterministicos y estocasticos sometiendo el sistema a la degradacion de la sefial y
de la sintetasa (LuxS), que produce el Al-2. Ademas extrapolaron el modelo para
Pseudomonas aeruginosa, suprimiendo la formacién del complejo LasR-30-C12-HSL, lo cual
conlleva al bloqueo de la sefial de QS (Gonzalez Barrios, Covo, Medina, Vives-Florez, &
Achenie, 2009).

Posteriormente en 2010 los mismos investigadores, a través del empleo de modelos
estocasticos y deterministicos, trataron de dilucidar la funcién del Al-2 dentro de una célula,
mediante la manipulacién de varios factores relacionados con el estado metabdlico 6 con el
Afguorumd de | a ding§mica de | a sefal. La i mportan
en 2010 se basa en la clarificacién sobre la definicién de la sefial de QS y su funcioén, es decir,
determinar si la respuesta de la red esta determinada por la poblaciéon o por otros factores
diferentes. Estos dos enfoques son necesarios considerando el comportamiento inherente
multiestable de estas redes y el efecto de la expresién de ruido en las transiciones de baja a

alta energia (Gonzalez Barrios & Achenie, 2010).
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4.4. Red de Quorum-Sensing en Pseudomonas aeruginosa: Pioverdina

Como Ejemplo de Metabolito Regulado por Quorum-Sensing

Dentro de los fenotipos regulados por QS en Pseudomonas aeruginosa se encuentran los
factores de virulencia, que son moléculas que permiten a un microorganismo infectar o causar
dafios a los tejidos del huésped. Estas moléculas tienen una naturaleza tanto quimica como
funcional muy variada, pueden ser adhesinas, toxinas, enzimas o incluso polisacéridos y
pigmentos (Fugua & Greenberg, 2002; Miller & Bassler, 2001; Waters & Bassler, 2005).
Algunos de los pigmentos hacen parte de la familia de los sideréforos. Estos ultimos, son
factores de unién al hierro, que permiten que algunas bacterias como Pseudomonas
aeruginosa compitan con el hospedero por este metal, presente en la hemoglobina,
transferrina y lactoferrina (Skaar, 2010); son conocidos como moléculas de bajo peso
molecular, encontradas en algunas especies de bacterias y hongos, y que son sintetizadas en
condiciones limitantes de hierro y actian como agentes quelantes especificos del ion férrico
(Fe*®), dejando de esta manera disponible la forma iénica (reducida) de este metal, que es de
facil absorcion para el microorganismo (Fe*?) (Chu et al., 2010).

NH
NH 0 OH
L-Arg ‘ D Ser L-Lys L-Thr
0 NH
0
D-Ser
. CH,
K\(L L- fOHOrn OH L-Thr

Fe3* L-fOHOrn
x }\
RHN OH

Chr

I

Figura 4. Estructura de la Pioverdina sintetizada por la cepa PAO1 de Pseudomonas aeruginosa. La
estructura quimica de esta pioverdina fue determinada por Briskot y colaboradores en 1989 (Briskot,
Taraz, & Budzikiewicz, 1989). R es la variable acil de la cadena lateral (4cido dicarboxilico o amida;
gener al metoglutaratolsuccinato o glutamato). El grupo catecolate en el croméforo (Chr) y los
grupos hidroxamato en la L-N3-formil-N5-hydroxyornitina (I-fOHOrn) los residuos de constituyen un sitio de
unién a Fe®* de alta afinidad. Los aminoéacidos se abrevian con el cédigo tradicional de tres letras. Imagen
tomada de Visca et al., 2007 (Visca, Imperi, & Lamont, 2007a).
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Existe una gran variedad de sideréforos ya reconocidos y producidos por la especies
fluorescentes del género Pseudomonas (subclase o-proteobacterias), entre las que se
cuentan Pseudomonas aeruginosa, P. putida, P. fluorescens, y otros tipos de sideréforos en
especies no fluorescentes como, P. corrugata, P. stutzeri, P. plecoglossicida, P. graminisy P.

frederiksbergensis (Meyer, 2007).

Dentro del grupo de los sideréforos mas estudiados, se sabe que Pseudomonas aeruginosa
produce un compuesto extracelular con fluorescencia de color verde amarillento, llamado
pioverdina, que siendo uno de los sider6foros més importantes, caracteriza las llamadas
Pseudomonas fluorescentes; las cepas de Pseudomonas aeruginosa, secretan uno de los tres
tipos de pioverdinas que existen, la pioverdina | secretada por la cepa PAO1 de la cual se
muestra su estructura en la Figura 4 (en la pagina 24). Estas moléculas estan formadas por
tres constituyentes esenciales: (i) un croméforo fluorescente basado en una quinolina ciclica
responsable del color amarillo-verdoso y de la fluorescencia brillante de la pioverdina y que
es comun en todas la pioverdinas, (ii) una cadena lateral constituida de residuos de acidos
carboxilicos ramificado a un grupo amino del croméforo y (iii) una cadena peptidica unida a

un grupo carboxilo del cromoéforo (Meyer, 2007; Visca, Imperi, & Lamont, 2007b)

Se ha establecido una via central para la sintesis de pioverdina, con base en el conocimiento
previamente descrito y sumado a fuentes de informacién secundaria y de metabolomica,
disponible en los repositorios publicos de informacion metabdlica como MetaCyc @Caspi et
al., 2014), que se ilustra en la Figura 5 (en la pagina 26). La mayor parte del proceso
biosintético se lleva a cabo en el citosol por cuatro grandes péptido sintasas no ribosomales
(NRPS), codificadas por cuatro de los genes mas relevantes en este proceso: pvdL, pvdl, pvdJ
y pvdD, que en conjunto sintetizan el intermediario ferribactina. Posterior a la sintesis, se lleva
a cabo el proceso de maduracion del sider6foro en el periplasma, proceso que para el afio
2007 aun no estaba claro (Visca, Imperi, & Lamont, 2007a) y que actualmente contintda sin

esclarecerse.

Finalmente, la pioverdina madura es secretada al espacio intercelular, donde realiza el
proceso de quelacion con el hierro, formando el complejo sideréforo-Fe*3; éste es transportado
de nuevo al espacio intracelular, a través de un receptor de la membrana externa denominado

FpvA. El hierro es liberado del sideréforo en el periplasma por un mecanismo que se cree
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involucra el proceso de reduccion del hierro, de su estado férrico a su estado ferroso (Fe*® a
Fe*?).
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Figura 5. Red metabdlica central para la Biosintesis de pioverdina-l en Pseudomonas aeruginosa.
Imagen original, tomada como referencia de Metacyc (http://metacyc.org/META/NEW-
IMAGE?type=PATHWAY&object=PWY-6409).

Seguidamente, el sideroforo es transportado de nuevo al exterior celular por un transportador
protéico especializado en el reciclaje de sideréforos, que es codificado por los genes pvdR,
pvdT, opmQ. La expresion de estos genes, tipo pvd, esta regulada por QS y son expresados
Unicamente bajo condiciones de deficiencia de hierro intracelular y su expresion requiere del
factor de transcripcién sigma, PvdS, (Beare, For, Martin, & Lamont, 2003; Cobessi et al., 2005;
Greenwald et al., 2007; Visca et al., 2007a, 2007b; Voulhoux, Filloux, & Schalk, 2006).
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4.4.1. Mecanismo para la produccion de Pioverdina regulado por Quorum-

Sensing en Pseudomonas aeruginosa

La produccién de pioverdina se encuentra dentro de los fenotipos regulados por QS en
Pseudomonas aeruginosa, el mecanismo para la produccion de este sider6foro contempla
tres sistemas completos de QS; el primero, LasR/Lasl que codifica para la sintesis tanto del
receptor como de la molécula sefial, para la formacion del complejo 30-C12-HSL/LasR. La
sintesis de la molécula sefal de este sistema la lleva a cabo Lasl y es regulada positivamente
por LasR y otras proteinas tipo LuxR tales como VgsR (Juhas, 2004; Lazdunski et al., 2007;
Li, Malone, & Iglewski, 2007), PtxR (Lazdunski et al., 2007; Vasil, Ochsner, Johnson, Colmer,
& Hamood, 1998) y por un homologo funcional de la proteina represora de catabolito conocida
como VfR (Lazdunski et al., 2007; Schuster & Peter Greenberg, 2006b). Ademas, la sintesis
de la molécula sefal se ve afectada por la proteina RsalL que especificamente reprime la
transcripcién de lasl actuando como un regulador negativo de QS (Lazdunski et al., 2007;
Schuster & Peter Greenberg, 2006b).

La sintesis del receptor LasR es regulada positivamente a nivel transcripcional por VIR, RclA,
PgsR (MvfR en la cepa PA14), GacA y regulada negativamente por VgsR. Finalmente, el
sistema LasR/Lasl se autorregula positivamente por el complejo 30-C12-HSL/LasR activando
la transcripcion tanto de lasl como de lasR y de rsalL (Lazdunski et al., 2007; Schuster & Peter
Greenberg, 2006Db).

El segundo sistema de QS corresponde al sistema RhIR/Rhll del cual se obtiene la formacién
del complejo C4-HSL/RhIR; este sistema estad regulado a nivel de la sintetasa (Rhll)
positivamente por VgsR, por el complejo 30-C12-HSL/LasR y por la sefial quinolona de
Pseudomonas (PQS) que corresponde a la molécula 2-heptil-3-hidroxi-4-quinolona (2C7-
30H-4(1H)Q), los cuales inducen la transcripcion de rhll (Lazdunski et al., 2007; Schuster &
Peter Greenberg, 2006b; Wade et al., 2005) y que es reprimida por PtxR quien regula
negativamente la sintesis de la molécula sefal de este sistema. La produccion del receptor
RhIR se ve influenciada positivamente por proteinas superreguladoras como VfR y GacA, por
PQS y por los complejos 30-C12-HSL/LasR y PQS/PgsR. Este sistema se autorregula
positivamente por el complejo C4-HSL/RhIR activando especificamente la transcripcién de
rhll. La formacion del complejo C4-HSL/RhIR se ve regulada negativamente por la presencia

de altas concentraciones de la molécula sefial del sistema LasR/Lasl (30-C12-HSL) de
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acuerdo con la regulacién jerarquica de estos dos sistemas de QS (Lazdunski et al., 2007;
Schuster & Peter Greenberg, 2006b; Vasil et al., 1998).

El tercer sistema de sefializacidon esta basado en la sefial quinolona de Pseudomonas (PQS)
gue juega un papel importante en la regulacién jerarquica de QS en Pseudomonas
aeruginosa. Se sabe actualmente que PQS funciona como una molécula sefial de QS y que
al igual que las homoserin lactonas (30-C12-HSL y C4-HSL), es una molécula de sefalizacion
difusible que se acumula en el medio ambiente local y puede modular la expresion génica. La
difusion de estas tres moléculas sefial y el sistema PQS se encuentran representados dentro
de la reconstruccion de la red de QS que se llevé a cabo en este trabajo. La sintesis de PQS
depende directamente del gen pgsH que se encuentra regulado positivamente por el complejo
30-C12-HSL/LasR del sistema Las (Wade et al., 2005) y regulado negativamente por PtxR
(Heeb et al., 2011); el gen pgsR que se encarga de la expresion del regulador tipo LysR PgsR
(MVfR en la cepa PA14) la cual es reprimida por el complejo C4-HSL/RhIR del sistema Rhl.
PgsR interactia con PQS formando el complejo PQS/PgsR que regula el sistema Rhl como
se mencion6 anteriormente (Heeb et al., 2011; Lazdunski et al., 2007; Schertzer, Brown, &
Whiteley, 2010; Veselova, 2010)

Para la sintesis de pioverdina (PVD) se considera que los genes tipo pvd juegan un papel
importante; entre los cuales, pvdD, pvdJ, pvdl y pvdL codifican para la enzima ferribactina
sintetasa que se encarga de catalizar la formacion de enlaces peptidicos de los residuos de
aminodcidos presentes en la PVD, también fueron considerados los genes pvdH que codifican
para la enzima que genera el 2,4-diaminobutirato, pvdA y pvdF que caodifican para la sintesis
de la enzima que cataliza la produccién de N®°- formil-N®-hidroxiornitina. pvdL juega un papel
importante no solo para la péptido sintetasa como se menciona anteriormente, sino que
también al contener un dominio similar al de la acil-CoA ligasa ayuda en la incorporacion de
la cadena de &cidos grasos ramificados a un grupo amino del croméforo que constituye a la
PVD (Hannauer et al.,, 2012; Lamont & Martin, 2003; Visca et al., 2007a, 2007b). Con la
activacion de este conjunto de genes (maquinaria biosintética) se genera el compuesto no
fluorescente conocido como ferribactina, el cual es considerado el precursor o intermediario

citosolico de la PVD.

Para el proceso de maduracion de la pioverdina, que se lleva a cabo en el espacio

peripladsmico, los genes pvdE y pvdM juegan un papel relevante ya que se encargan del
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proceso de transporte de la ferribactina del espacio citosélico al espacio periplasmico. El
producto de la expresion de pvdE, es una proteina transportadora tipo ABC (ATP-binding-
cassette), el otro producto protéico PvdM posee una accion dipeptidasa de unién a membrana
gue ayuda tanto en el transporte como en el inicio de la maduracién de la PVD (Visca, Imperi,
& Lamont, 2007a; Voulhoux, Filloux, & Schalk, 2006).

El ultimo conjunto de genes involucrados en la sintesis de pioverdina regulada por QS
corresponde a los de la maquinaria de maduracion de la PVD, entre los que se encuentran
pvdP, pvdQ, pvdO y pvdN. Actualmente se sabe que el producto proteico PvdQ (acilasa
periplasmica) esta implicado en un mecanismo para la eliminacién del grupo acilo antes de la
liberacion de PVD al medio extracelular (Imperi & Visca, 2013; Ringel, Drager, & Briiser, 2016;
Paolo Visca et al., 2007a); por su parte PvdP ayuda en la formacion y ciclacion del croméforo
(Ringel et al., 2016), en cuanto a la maduracion del cromoéforo se presume que esté implicado
un mecanismo de 6xido-reduccién a través de una o mas hemoproteinas en el periplasma
(Visca et al., 2007a, 2007b). Aungue se presume que PvdN esta implicada en un mecanismo
de transporte a la fecha no se le atribuye ninguna funcién especifica en la biogénesis de PVD,
sin embargo, en el trabajo realizado por Ringel, M. et all en 2016 se concluy6 que PvdN, PvdM
y PvdO estan involucradas en la introduccion de una modificacién en la cadena lateral en
PVD.

La expresion de los genes tipo pvd involucrados en la biogénesis de PVD y que se mencionan
anteriormente, se encuentran principalmente regulados por el regulador de captacién férrico
(Fur). Cuando a nivel citosélico hay una alta concentracion de hierro Fur forma un complejo
con Fe?* (Fur/Fe?*), que se une a las regiones promotoras de los genes tipo pvd (genes ferro
reprimibles o regulados por hierro) inhibiendo su transcripcién, ejerciendo una regulacién
negativa para la expresion de éstos genes; por el contrario, bajo condiciones limitantes de
hierro intracelular la represion mediada por Fur disminuye y se presenta una regulacién
transcripcional positiva de los genes tipo pvd (Leoni, Orsi, Lorenzo, & Visca, 2000; Moon et
al., 2008; Vasil et al., 1998). Otro regulador que juega un papel clave en la sintesis de PVD,
es el factor sigma PvdS que actia como un activador transcripcional requerido para la
expresion de los genes implicados en la sintesis de PVD y que es regulado negativamente
por el complejo (Fur/Fe?*) (Leoni, Orsi, Lorenzo, & Visca, 2000; Vasil, Ochsner, Johnson,
Colmer, & Hamood, 1998).
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Ademdés del mecanismo de expresion de genes tipo pvd, el transporte de PVD al espacio
extracelular y el posterior transporte de ingreso a la célula del complejo PVD-Fe*" juega un
papel importante en el mecanismo de accién de PVD; este proceso esta mediado por una
cascada de sefializacién, que involucra la captacion de hierro por PVD, una proteina receptora

de la superficie celular conocida como FpvA y el factor anti-sigma FpvR (Jimenez et al., 2012).

La captacion de hierro por parte de PVD se ha explicado gracias a los estudios realizados por
Diggle y colaboradores en 2007 (Diggle et al., 2007), en los que discuten la regulacion de PQS
en la sintesis del sideréforo PVD y proponen la participacion de PQS para atrapar el hierro del
medio extracelular pero su incapacidad de introducir el hierro a la célula en ausencia de un
sistema de transporte funcional del complejo hierro-sideréforo, es asi como PQS-E (exdgeno)
funcionando como una trampa de hierro removiendo el hierro del espacio extracelular y
reteniéndolo principalmente en asociacion con la superficie celular de Pseudomonas
aeruginosa; asi, el hierro puede ser capturado (quelado) por PVD, quien al formar el complejo
PVD-Fe puede transportarlo al interior de la célula (Diggle et al., 2007) a través de receptor
FpvA. EI complejo Fe-PVD-FpvA interactia con el dominio periplasmico del receptor de
membrana interna FpvR y se requiere la participacién de TonB, que pertenece a la familia de
proteinas responsable de la transduccion de energia requerida para la importaciéon de
moléculas a través de las proteinas de la membrana externa. La unién de TonB a la caja TonB
presente en FpvA es esencial para el transporte de Fe-PVD (Chincholkar, Chaudhari, & Rane,
2007; Das et al., 2007; Greenwald et al., 2007; Jimenez et al., 2012; Visca et al., 2007b;
Voulhoux et al., 2006; Arevalo-Ferro et al., 2003).
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4.5. Reconstrucciones Metabolicas a Escala Genomicay Modelamiento

por FBA en Pseudomonas aeruginosa

Desde el afio 2007 y hasta la fecha para el género Pseudomonas se han publicado varios
trabajos basados en reconstrucciones metabdlicas a escala gendmica, principalmente para
las especies Pseudomonas aeruginosa y Pseudomonas putida con el fin de evaluar y entender
un poco el comportamiento biol6gico natural de estos microorganismos. En la Tabla 1 (en la
pagina 32), se relacionan los trabajos mas relevantes en la Ultima década y se evidencian los

modelos GSM con los que se cuentan actualmente.

Entre estos modelos GSM, se encuentra el iJN746 para Pseudomonas putida KT2440
publicado en 2008 por Nogales y colaboradores (Nogales, Palsson, & Thiele, 2008) y que se
encuentra reportado en la base de datos Bigg Models (King et al., 2016), este modelo esta
constituido por 746 genes, 1056 reacciones y 907 metabolitos, contiene vias
biotecnol6gicamente relevantes incluyendo sintesis de polihidroxialcanoato y vias catabdlicas
de compuestos aromaticos no descritas en otras reconstrucciones metabdlicas o bases de
datos biolégicos. En este trabajo el potencial predictivo del modelo iJN746 fue validado
utilizando datos experimentales, incluyendo el rendimiento de crecimiento y estudios de
delecion de genes. Ademas, se encontré que el crecimiento in silico en tolueno era limitado
en oxigeno, lo que sugirio la existencia de vias eficientes en oxigeno que todavia no se habian

anotado en los genomas de P. putida.

Otra de las reconstrucciones metabdlicas a escala gendmica de mayor relevancia es la del
modelo iIMO1056 que fue desarrollado por Oberhardt y colaboradores (Oberhardt et al., 2008)
para Pseudomonas aeruginosa PAOL. Este modelo representa el 19% del genoma con 1056
genes, 1030 proteinas y 883 reacciones; incluye las rutas de metabolismo central, las vias
anabdlicas necesarias para la sintesis de los componentes de biomasa que son requeridos
para el crecimiento celular; adicionalmente, involucra la produccion de los factores de
virulencia méas comunes tales como algunas reacciones de Quérum-Sensing (tres reacciones
para la produccion metabdlica de las moléculas sefial 30-C12-HSL, C4-HSL y PQS y tres
reacciones para el transporte de éstas), expresion de lipopolisacaridos, ramnolipidos y del

exopolisacarido alginato. Lo anterior hace que iMO1056 contemple el proceso metabdlico de
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algunos procesos de virulencia importantes para la patogenicidad asociada a PAO1 y se torna

como un modelo base para el desarrollo de este trabajo doctoral.

Tabla 1. Trabajos mas relevantes de la Gltima década, basados en reconstrucciones metabdlicas a escala
gendmica para el género Pseudomonas.

Especie/Cepa Modelo GSM Titulo Afio Referencia
Pseudomonas
aeruginosa Reconstructlor_l of the meta_bollc network of Pseu_domonas 2017 | (Bartell et al., 2017)
PA14 aeruginosa to interrogate virulence factor synthesis
PAO1
Pseudomonas . S .
D i et 510U 209 | 2017 | (Eggs & Pain, 2017)
UCBPP-PA14 proving p 9
P putida Pathway-Consensus approach to metabolic network
P PpuQY1140 | reconstruction for pseudomonas putida KT2440 by | 2017 | (Yuanetal., 2017)
KT2440 ) . X
systematic comparison of published models
Reconstruction of metabolic networks in a fluoranthene-
Pseudomonas degrading  enrichment from  polycyclic  aromatic | 2016 | (Zhao et al., 2016)
hydrocarbon polluted soil
Pseudomonas iIMO1086 Characterizing the optimal flux space of genome-scale (Chaudhary, Tendel,
aeruginosa metabolic reconstructions through modified latin-hypercube | 2016 | Bhatnagar, dos Santos,
PAO1 sampling & Puchagka,
P. stutzeri iPB890 Genome-scale reconstruction of the metabolic network in 2015 (Babaei, Marashi, &
A1501 Pseudomonas stutzeri A1501 Asad, 2015)
Pseudomonas
aeruginosa PAO1 iMO1086 Modeling the differences in biochemical capabilities of (Babaei Ghasemi-
P. putida iJP962 pseudomonas species by flux balance analysis: How good N
. . L 2014 | Kahrizsangi, &
KT2440 iSB1139 are genome-scale metabolic networks at predicting the Marashi, 2014)
P. fluorescens differences? '
SBW25
Pseuqomonas iMO1086 Optimizing genome-scale network reconstructions (Monk, Nogales, &
aeruginosa 2014 Palsson, 2014)
PAO1 ’
P putida iIN746 Bioremediation in marine ecosystems: A computational
ng440 study combining ecological modeling and flux balance | 2014 | (Taffi et al., 2014)
analysis
Pseudomonas
aeruginosa Reconciliation of genome-scale metabolic reconstructions © b‘e rhardt,
PAOL for comparative systems analysis 2011 | Martins dos Santos, &
P. putida P Y y Papin, 2011)
KT2440
Pseudomonas Metabolic network analysis of Pseudomonas aeruginosa (Oberhardt, Goldberg,
aeruginosa : - e ; - ; 2010 |Hogardt, & Papin,
PAOL during chronic cystic fibrosis lung infection 2010)
P. putida L . . (Oberhardt, Palsson, &
KT2440 Applications of genome-scale metabolic reconstructions 2009 Papin, 2009)
P putida Genome-scale reconstruction and analysis of the
KTg 440 Pseudomonas putida KT2440 metabolic network facilitates | 2008 | (Puchalka et al., 2008)
applications in biotechnology
P. putida iIJN746 A genome-scale metabolic reconstruction of Pseudomonas 2008 (Nogales, Palsson, &
KT2440 putida KT2440: iJN746 as a cell factory Thiele, 2008)
Pseudomonas . . .
aeruginosa iMO1056 Genomefsc_ale metabolic network anal_y3|s of the 2008 | (Oberhardt et al., 2008)
PAOL opportunistic pathogen Pseudomonas aeruginosa PAO1
Pseudomonas . . . . .
aeruginosa A mul_tl—approaches—gmqec_i genetic algorithm  with 2007 | (Wang et al., 2007)
PAOL application to operon prediction
Pseudomonas Prediction of missing enzyme genes in a bacterial metabolic (Yamanishi et al
aeruginosa network: Reconstruction of the lysine-degradation pathway | 2007 2007) "
PAO1 of Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas .
SYSTOMONAS SYSTOMONAS - An integrated database for systems 2007 | (Choi et al., 2007)

biology analysis of Pseudomonas
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iMO1056 fue el primer modelo estudiado por FBA para Pseudomonas aeruginosa, con el
objetivo de identificar las caracteristicas clave de su metabolismo tales como el rendimiento
de crecimiento bajo condiciones definidas; sin embargo, aunque este trabajo permitié obtener
un conocimiento de las relaciones genotipo-fenotipo de este patdgeno, este modelo no
contiene toda la informacién conocida hasta el dia de hoy debido a que cuando fue construido
en el aflo 2008, no se encontraba publicada en las bases de datos biologicos la informacion
con la que actualmente se cuenta, vale aclarar que dia a dia los datos bioldgicos publicados

en repositorios publicos para la comunidad cientifica van aumentando considerablemente.
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4.6. Andlisis de Balance de Flujo Dinamico

Como se menciond anteriormente, uno de los métodos que mas se ha empleado para analizar
los modelos metabdlicos a escala gendémica es el Andlisis de Balance de Flujo (FBA), el cual
se emplea tipicamente para estudiar el flujo metabdlico en un estado particular constante del
sistema. Sin embargo, este método no permite predecir el comportamiento del sistema
metabdlico en el tiempo y asume que las concentraciones de metabolitos son invariables en
el tiempo. No obstante, hay que tener en cuenta que los sistemas bioldgicos son dinamicos,
es decir que cambian su comportamiento y por ende su fenotipo en el tiempo dependiendo
también de las condiciones medio ambientales a los que sean expuestos; es asi, como la
reprogramacion dinamica de la red metabdlica de un organismo es importante para entender
los cambios fenotipicos que experimenta, por lo cual, el estudio dinAmico de estas redes

metabdlicas se ha convertido en un desafio para la biologia de sistemas.

Aunque los modelos cinéticos basados en pardmetros determinados in vivo junto con los datos
de regulacion (a diferentes niveles) ayudan a mejorar las predicciones del modelamiento
dindmico de los sistemas biol6gicos (organismos y/o microorganismos), una de las grandes
limitaciones que hay para su modelamiento como sistemas dinamicos y autbnomos, es la
necesidad de incluir la informacién cinética para cada reaccién metabdlica y génica del
sistema; puesto que es muy dispendioso obtener los datos necesarios por medio de
experimentos dinAmicos empleando cultivos celulares y modelos animales (van Riel,
Giuseppin, & Verrips, 2000).

Para dar una solucién al problema de los modelos cinéticos y que tienen un enfoque
reduccionista, Van Riel y colaboradores (2000) propusieron el Control Metabélico Optimo
Dindamico (DOMC, por sus siglas en inglés: Dynamic Optimal Metabolic Control), una
aproximacion con un enfoque mas holistico que se centra tanto en la funcionalidad del sistema
como en la funcionalidad de sus subsistemas. Esta aproximacion se basa en el principio de
optimizacion empleado en el FBA, pero a diferencia el DOMC busca resolver un problema
multidimensional de control 6ptimo no lineal siendo capaz de describir una prediccion del
comportamiento dinamico del sistema, sin necesidad de contar con datos de experimentos
dinamicos (informacién mecanicista detallada) y donde la distribucién 6ptima de los flujos se
emplea para predecir las respuestas dinamicas de la red que es sometida a perturbaciones y

restricciones manteniendo una éptima distribucion del flujo durante la respuesta dinamica. Es
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decir, se resuelve el problema de optimizacion del FBA s6lo con las restricciones en la tasa
de cambio de los niveles (concentraciones) de metabolitos en un tiempo especifico (Giuseppin
& van Riel, 2000; van Riel et al., 2000)

El trabajo de Van Riel y colaboradores (2000) sirvi6 como base para Mahadevan y
colaboradores (2002), quienes presentaron una herramienta de andlisis para el estudio
cuantitativo de la dinamica de redes metabdlicas de modelos GSM, el cual denominaron
andlisis dindmico de balance de flujo (DFBA, por sus siglas en inglés: Dynamic Flux Balance
Analysis). El DFBA se basa en la optimizacion dinAmica del sistema e incorpora restricciones
para la tasa de cambio de los flujos de las reacciones, predice los perfiles de crecimiento de
un microorganismo, asi como los perfiles de concentracién (captacion y produccion) de los
metabolitos y permite la incorporacion de la expresion cinética cuando ésta se encuentra bien
determinada y caracterizada (Mahadevan, Edwards, & Doyle, 2002). Es asi, como el DFBA
mejora significativamente las predicciones del sistema dindmico con respecto a la
aproximacion clasica del FBA y se emplea actualmente como una herramienta de analisis

cuantitativo para el andlisis y modelamiento de los modelos GSM.

EL DFBA propuesto por Mahadevan y colaboradores (2002), presenta dos formulaciones
diferentes, la Aproximacién de Optimizacion Dindmica (DOA, por sus siglas en inglés:
Dynamic Optiization Approach) y la Aproximacién de Optimizacién Estatica (SOA, por sus
siglas en inglés: Static Optiization Approach), para el primer caso el problema de optimizacién
se resuelve como un problema de programacioén no lineal (NLP, por sus siglas en inglés: Non
Linear Programing), mientras que en el segundo se resuelve como un problema de

programacion lineal (LP, por sus siglas en inglés: Linear Programing).

En I a aproximaci-n DOA, se Il eva a cabo | a optin
todo el periodo de tiempo de simulacion, con el fin de obtener los perfiles temporales de los
flujos de las reacciones y los perfiles de concentracion de metabolitos del modelo GSM. El
problema de la optimizacién dinamica se resuelve parametrizando el sistema de ecuaciones
diferenciales (ecuaciones dinamicas) mediante el uso de la colocacion ortogonal en elementos
finitos, con lo que posteriormente el sistema de ecuaciones diferenciales se transforma en un
sistema de ecuaciones algebraicas, con lo cual la optimizacién dinamica se convierte en un
NLP. Es asi como, aunque esta aproximacion DOA permite la formulacion de una funcion

objetivo dinamica que puede proporcionar informacion util en el andlisis de redes metabdlicas
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pequefias, es un método complejo matematicamente y que requiere una mayor capacidad de
cdmputo a medida que aumenta el tamafio de la red o del modelo GSM, puesto que el nimero
de variables y de restricciones aumentan proporcionalmente para la resolver el NLP
(Mahadevan et al., 2002).

Por su parte, la aproximacion SOA contempla la division del tiempo total de simulacién en
varios intervalos de tiempo y resuelve un

de cada intervalo de tiempo, seguido por la integraciéon a lo largo del intervalo para obtener
los flujos de cada reaccion en ese instante determinado. Es decir, que en ausencia de las
restricciones no lineales que implican los flujos que se contemplan en el DOA, en el SOA el
sistema de ecuaciones diferenciales es linealizado permitiendo resolver el problema de
optimizacion utilizando LP continuamente durante el transcurso de la simulacion, para obtener
la distribucion de flujo en un momento especifico (Véase Ecuacion 9, en la pagina 57). Por lo
anterior SOA no permite una aproximacion tan dinamica como DOA; sin embargo, SOA puede
emplearse para modelos GSM que impliguen mayor nimero de reacciones puesto que el
namero de variables que deben ser resueltas en cada optimizacibn es mucho menor en

comparacion con las variables implicadas en DOA (Mahadevan et al., 2002).

De acuerdo con lo referenciado por Serrano-Bermudez en 2016, los reportes de trabajos que
implican el estudio de modelos GSM empleando DFBA tanto con el uso de DOA y SOA son
limitados y usan principalmente modelos biolégicos como E. coli, células del miocardio,
cloroplastos de plantas C3, Synechocystis sp, Sacharomyces cerevisiae, Lactococcus lactis,
Corella sp, entre otros (Serrano-Bermudez, 2016). En cuanto a modelos GSM de
Pseudomonas aeruginosa, existen reportes con la aproximacion clasica de FBA como los que
se reportan en la Tabla 1 (en la pagina 32); en contraste, para aproximaciones de DFBA a la
fecha no se conocen reportes para este microorganismo, pero si se conoce la metodologia
propuesta por Chen y colaboradores en 2016 (Chen et al., 2016) para el modelamiento
metabdlico espacio-temporal que se basa en los principios del DFBA y que fue implementada

para Clostridium ljungdahlii y para una biopelicula de Pseudomonas aeruginosa.

Con base en lo anterior, es posible asegurar que actualmente no existen reportes de un
modelo GSM de Pseudomonas aeruginosa estudiado bajo las aproximaciones del DFBA y
gue involucre la regulacion del modelo GSM mediada por el fenédmeno de Quorum-Sensing,

para la expresion de un factor de virulencia especifico.
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4.7. Analisis de Sensibilidad

En biolog2a de sistemas, el an8lisis Skenmssdanwiiliyl
Anal)ysipuede ser wutilizado en dos 8reas i mportan
|l as salidas en el model o por lraciionncenrda dausntb ruen ad e
de | a confianza en | a capacidad predictiva del |
gue m8s <contribuyen a |l a wvariaci-n de |l as sali
hip-tesis sobre | os mecamins mds climplo-rgiaand £ ng we dier

pueden ser probados( Swmpreeri,medh ad mermndlke &a Bogl &g 2
coho publicado pocobBamoradores (2012), hay dos t
de sensibilidad: an8lisis de sensibotada8S8ehsictaiyv
anal)ysyi sgl obal (GSA, por sus siglas en ingl ®s: G|

El LSAnhaesaproximaci -n com¥%n de que | modelhsi bel i
Il l eva a camputpordell a&as deri vadas parciales de p
sistema con respecto a |l os pargmestos demeasnt oadag

alededor del espacio de | os par 8medir,o0s2 Ekl)LE8Aer

ayuda a dilucidar | os efeetrowmidaepe heahas ewdr isd
|l os par8metros individuales alrededor de al g¥%n
transducci-n de sefales y a modelos de rutas met
J., 2006) .

EI an8lisis del o®sSlsensebuki dada para cuantificar
entradas del moddeo esnpeelra usbhanda dentro de amj
par 8metros de entrada del model o. Las definicion
enf oquleSAde i ndican que el ang8lisis de Il a sensib
derivadas en un punto particular en el espacio

probable que | as entradas del model o biol - -gicos
concentraciones iniciales var2an dentro de un at
entornos celul ares. Por esta raz-n, |l os enfoques
para cuantificar |l a sensibilidadtde al dsas s almpda
variaciones de |l os par8metros de entrada del mo
valores de | os par8metros tienen grandes incerti
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de GSA son m8s adecuados, dehiydidaan cudillauc i td®&an il

de variaciones simultg8§neas de par8metros, a tre
permite que el efecto de | as interacciones entr e
2000) .

En razdn a lo expuesto hasta ahora, este trabajo busca reconstruir la red metabdlica acoplada
a la red de QS, involucradas en la sintesis del sider6foro pioverdina en Pseudomonas
aeruginosa como un sistema dinamico; esto a partir del modelamiento y simulacion de la red,
implementando el andlisis de flujos metabdlicos y tomando como modelo el trabajo realizado
por Oberhardt y colaboradores en 2008 para el analisis de la red metabdlica a escala
gendmica de Pseudomonas aeruginosa (PAO1) representada por 1.056 genes (19% del
genoma), 1.030 proteinas y 883 reacciones, desarrollada mediante el analisis del balance de
flujo, utilizdndolo para identificar las caracteristicas clave del metabolismo de este
microorganismo (Oberhardt. et al., 2008).
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V. METODOLOGIA

Para lograr el objetivo de esta investigacion, no existe reportada en la literatura una
metodologia especifica que permita trabajar con los dos niveles de organizacién bioldgica
diferentes que comprende este trabajo, (el nivel génico involucrado en el fenémeno de QS y
el nivel metabdlico). Esto ha hecho necesaria la utilizacion de herramientas metodoldgicas
tomadas de diferentes disciplinas y fusionarlas en una metodologia original que aporta una
forma de estudiar estas jerarquias de manera unificada, acorde al principio de la Biologia de
Sistemas. Dentro de las herramientas metodolégicas utilizadas se encuentran métodos de
reconstruccion de redes biolégicas, propios de la gendmica; mineria de texto usada (entre
otras) por la bibliomica, métodos del area de la ingenieria como la optimizacién propios del
area de investigacion de operaciones. A continuacion, se describird la forma en que estos
métodos interactlan entre si para construir una meta-metodologia, si se quiere, que permite

resolver el reto de investigacion propuesta.

Para dar cumplimiento a los objetivos especificos que aborda este trabajo, la metodologia
propuesta comprende tres grandes etapas: (i) Reconstruccion, modelamiento y validacién de
la red génica de Quorum Sensing que regula la sintesis de Pioverdina en Pseudomonas
aeruginosa. (ii) Construccion, curacion y modelamiento bajo la aproximacién de FBA de la red
metabdlica de Pseudomonas aeruginosa. Y (iii) Uniébn, modelamiento bajo la aproximacion de
DFBA y validacion experimental in vitro de la red génica de Quorum-Sensing acoplada con la
red metabdlica de Pseudomonas aeruginosa para la sintesis de Pioverdina (Véase Figura 6,

en la pagina 40).
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Figura 6. Disefio metodoldgico. (i) Reconstruccion, modelamiento y validacion de la red génica de
Quorum Sensing que regula la sintesis de Pioverdina en Pseudomonas aeruginosa (panel superior
izquierdo). (ii) Construccion, curacion y modelamiento bajo la aproximacién de FBA de la red metabdlica
de Pseudomonas aeruginosa (panel superior derecho) y (iii) Unidon, modelamiento bajo la aproximacion de
DFBA y validacion experimental in vitro de la red génica de Quorum-Sensing acoplada con la red
metabdlica de Pseudomonas aeruginosa para la sintesis de Pioverdina (panel intermedio e inferior central).
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5.1. Reconstruccion, modelamiento y validacion de la Red Génica de
Quorum-Sensing que regulalasintesis de Pioverdina en Pseudomonas

aeruginosa.

5.1.1. Reconstruccion de la Red de Quorum-Sensing

La red génica de QS que regula la sintesis de pioverdina en Pseudomonas aeruginosa, se
construyé sobre el estdandar SBML (por sus siglas en inglés: System Biology Markup
Language). Esta red fue reconstruida a partir del genoma anotado de Pseudomonas
aeruginosa (PAO1), disponible en la base de datos PseudoCAP (www.pseudomonas.com), y
se complementd por mineria de texto y bibliomica (Grivell, 2002). Se buscaron los genes
anotados, sus mMRNASs y proteinas correspondientes requeridas para la red de acuerdo con lo
publicado en la literatura, a partir de la informacién depositada en bases de datos de
informacion bioldgica como GenomeNet (Kanehisa & Goto, 2000), KEGG (Kanehisa,
Furumichi, Tanabe, Sato, & Morishima, 2017), BioCyc (MetaCyc y PseudoCyc) (Caspi et al.,
2014), Swissprot ( iUni Pr ot : the wuniversal ,mentrebtms. hos knowl e
genes se seleccionaron tomando como criterio que estuviesen reportados para ser parte de
cada uno de los circuitos de QS, que fuesen expresados para ser proteinas super reguladoras
de QS, que estuvieren involucrados en la sintesis y transporte de pioverdina. Ademas, los
compuestos quimicos tanto inorganicos como organicos requeridos para el funcionamiento de
la red, como por ejemplo hierro en su estado reducido (Fe?*) y oxidado (Fe®*), oxigeno (Oz) y
las moléculas sefal, fueron seleccionados empleando la informacion de bases de datos de

compuestos quimicos como PubChem (Kim et al., 2016).

La curacion de los datos de la red de QS fue realizada tomando como criterio la eliminacion
de algunas especies no relevantes en el modelo y adicion de las especies quimicas y
bioldgicas faltantes que aseguraran el funcionamiento celular 6ptimo (viabilidad in silico de la
célula) y la produccion del factor de virulencia de interés (Pioverdina). Posteriormente el
andlisis de los Gaps presentes en la red fue llevado a cabo por medio de la identificacion de

las interacciones faltantes dentro de la red (reacciones); estos gaps fueron subsanados al
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incluir las reacciones de interaccién encontradas a través de mineria de texto, empleando la
informacion contenida en bases de datos bibliograficas como PubMed, revistas especializadas
y otros recursos en linea, tomando como criterio de seleccion que estuviese reportada y
verificada in vitro de acuerdo con los reportes de la literatura, la interaccién de cada una para
hacer parte del modelo de QS. Finalmente, el set completo de especies quimicas y biolégicas,
de reacciones de interaccion que representan la retroalimentacion positiva y negativa entre
cada una de las especies quimicas y biologicas, fueron representadas empleando la notacién
grafica SBGN (por sus siglas en inglés: System Biology Graphical Notatition) usada en
modelos SBML, sobre el software CellDesigner version 4.4 (Funahashi, Matsuoka, Jouraku,
Kitano, & Kikuchi, 2006) (Véase Figura 7, en la pagina 63).

5.1.2. Modelamiento y validacion de la Red de Quorum-Sensing para la

sintesis de Pioverdina en Pseudomonas aeruginosa

5.1.2.1. Modelamiento de la Red de Quorum-Sensing

A medida que se fueron incorporando cada una de las reacciones de interaccion que
representan la retroalimentacién positiva y negativa entre cada una de las especies quimicas
y biolégicas al modelo SBML, se fue vinculando el valor de la constante cinética de reaccién
a cada interaccion (Véase Tabla A2 del

Anexo 2, en la pagina 115), los valores de las constantes cinéticas de reaccién fueron
obtenidas de acuerdo con lo reportado en literatura, para aquellas reacciones que no contaban
con un reporte bibliogréfico del valor de la constante cinética, éste fue estimado con base en
los valores cinéticos publicados para las reacciones del mismo tipo; por ejemplo, la constante
cinética para la reaccién de traduccion o sintesis de la proteina LasR fue reportada por
Fagerindy col aborador es ¢ o(Ragerlind evah, RGD3, 2085¢, este mismoe M/ s
valor se empleé para todas aquellas reacciones de sintesis de proteinas para las cuales no

esta reportado el valor de la constante cinética de reaccion.
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Tomando como base el modelo bioldgico de la red de QS que regula la expresion de PVD
(Véase Figura 7, en la pagina 63), las constantes cinéticas k para cada una de las reacciones
implicadas en la red y las condiciones iniciales de concentracién (Véase Tabla Al del Anexo
1, en la pagina 114) para cada uno de los genes, proteinas super reguladoras implicadas en
la red y la disponibilidad de Fe3* citosdlico, se planted el sistema de ecuaciones diferenciales
para el balance de materia de cada una de las especies quimicas y biolégicas involucradas
en el modelo. En las ecuaciones 2 y 3 (Ecuacion 2, en la pagina 43 y Ecuacion 3, en la pagina
43) se ejemplifica de manera global las ecuaciones diferenciales para los mMRNAs y proteinas
del sistema respectivamente (Véase el archivo SBML adjunto a este documento que contiene
el sistema completo de la red de QS).

Ecuacion 2:

N OQQETQ daYOOQ OdAaYOd  (O&)

Ecuacion 3:

N OAYOd QOO ¢ 0TMOD 1 £ o (W)

Donde & representa la especie, Q la constante de velocidad de transcripcion, Q y Q la
constante velocidad de traduccion, Qy Q la constante de velocidad de degradacion y Q la

constante de velocidad de consumo para cada una de las reacciones implicadas en el sistema.

Para este modelo se asumié una cinética elemental, bajo los parametros que asume el
balance de materia que considera la diferencia entre las reacciones de generacion o
produccidn de la especie y las reacciones de consumo de esta en la red y fue considerado
para todas las especies bajo los siguientes supuestos: depreciacion del factor de dilucién de

la célula y concentracion suficiente y disponible de genes a nivel celular.

Posterior al planteamiento matematico del sistema de ODEs, se realizaron las simulaciones
de la red de QS, empleando la libreria de solvers de ODEs de SBML (SOSIlib). SOSIib es una
libreria de programacion para el analisis simbolico y numérico de modelos de redes de

reacciones quimicas codificados en SBML, tiene incorporado para la integracion numérica y

43



el andlisis de sensibilidad un conjunto de solvers de ecuaciones no lineales y
diferenciales/algebraicas llamado SUNDIALS, el cual incluye a CVODES para resolver
sistemas de ODE vy tiene la capacidad para realizar analisis de sensibilidad. Los CVODE son
métodos lineales multipaso para la resoluciéon numérica de ODEs. Para tratar el problema de
rigidez de las ODEs e iniciar la integracibn numérica, el CVODE emplea la Férmula de
Diferenciacion Regresiva (BDF, por sus siglas en inglés: Backward Differentiation Formula) o
el método Adams-Moulton (AM) para calcular w 0 para una serie de puntos temporales. Los
métodos BDF y AM se utilizan para sistemas rigidos y no rigidos, respectivamente (Machne
et al., 2006).

Las simulaciones se llevaron a cabo variando los intervalos de simulacién de 500, 1000, 2000
y 3000 intervalos. Para describir el comportamiento en el tiempo de la concentracion (perfil de
concentracion) de las especies que constituyen el modelo, se asumié una cinética por ley de
accion de masas que se encuentra implementada en CellDesigner 4.4, de acuerdo con la
Ecuacion 4 (en la pagina 44).

Ecuacion 4:

o B Y (O &)

Donde Qrepresenta la constante cinética para cada reaccion y "Y representa la concentracion

de la especie “Qnvolucrada en cada reaccion.

5.1.2.2. Condiciones y disefio de los escenarios de simulacion de la red de

Quorum-Sensing.

Posterior a comprobar la estabilidad de la red, evaluando principalmente el comportamiento
de las reacciones que implican la generacion intra y extracelular de las moléculas sefial (30-
C12-HSL, C4-HSL y PQS), la produccion intracelular de Ferribactina (precursor de PVD) y la
produccion intra y extracelular de PVD; fueron generadas las condiciones de simulacién para
los diferentes escenarios que se evaluaron en este trabajo. Estos escenarios pretenden
emular el comportamiento natural de un cultivo de Pseudomonas aeruginosa, en el cual a

medida que aumenta la densidad poblacional aumenta la presencia de moléculas sefial de
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QS en el espacio extracelular, lo que conlleva al equilibrio de la concentracion intra y
extracelular de éstas moléculas (producidas por la misma bacteria o por otras de la
comunidad) a través del transporte celular por difusién simple, para la activacién jerarquica de
los circuitos de QS propios del microorganismo, con la formacion de los complejos molécula
sefal-receptor, que actuaran como factores de transcripcion para la expresién de fenotipos
como los factores de virulencia, en este caso la transcripcion de genes tipo pvd para la
produccion de PVD.

Los escenarios de simulacién se generaron variando Unicamente la concentracion inicial de
la molécula sefal PQS extracelular (PQS-E), desde 0.01nM hasta 0.1mM con intervalos de
0.01 unidades y desde 0.1nmM hasta 1.0mM con intervalos de 0.1 unidades (Véase Tabla 4, en
la pagina 70), para un total de 20 condiciones o escenarios de simulacion. Estos escenarios
de simulacién se plantearon con el fin de evaluar cémo responde el sistema de la red de QS
frente a la produccion de PVD cuando se varia la concentracién inicial de la sefial de quorum
PQS, a qué concentracion de PQS se obtiene mayor produccién de PVD y si existe un punto

de saturacion de la sefal de quorum que influencie la produccion de PVD.

Para el disefio de los escenarios de simulacién sélo se contemplé la variacion de la
concentracion inicial de PQS-E ya que de acuerdo con el trabajo de Diggle y colaboradores
en 2007 (Diggle et al., 2007), PQS en el espacio extracelular se encarga de transferir el Fe3*
a la pioverdina extracelular quien lo secuestra e ingresa a la célula nuevamente por medio de
un sistema de importacion del complejo PVD-Fe®** al espacio periplasmico donde se libera el
hierro en su estado reducido (Fe?*) hacia el espacio citosélico. Como producto de las
simulaciones realizadas se obtuvieron los flujos en‘ & €i & & , para todas las reacciones

involucradas en la red de QS.

5.1.3. Ensayos Experimentales

Estos ensayos se realizaron con el fin de obtener el perfil de crecimiento y los datos
correspondientes para obtener el perfil de biomasa de Pseudomonas aeruginosa de acuerdo
con la metodologia propuesta por Kim y colaboradores en 2012 (Kim, Chung, Lee, & Choi,

2012). La obtencion de los datos de biomasa en el tiempo fue requerida para realizar el ajuste
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de las unidades de los flujos para las reacciones derivadas de la red de QS, estos valores de
flujo se obtuvieron en * & éi & &y se requiere tener estos flujos en & & £ QO w 2
"Q hpara el modelamiento posterior de la red metabdlica acoplada a la red de QS que se
realizé con la aproximacion de Andlisis de Balance de Flujo Dinamico (DFBA, por sus siglas
en inglés: Dinamic Flux Balance Analysis), este enfoque se explica con detalle en la seccién
5.3.2 (pagina 54) y 5.3.3. (pagina 56). Es importante mencionar que el objetivo de realizar los

ensayos experimentales no fue el de validar el modelo in silico de la red de QS.

Para los ensayos experimentales fue empleada la cepa de Pseudomonas aeruginosa PAO1
gue se encuentra en el cepario del grupo de investigacion Comunicacion y Comunidades
Bacterianas del Departamento de Biologia, Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional
de Colombia, sede Bogota. Esta cepa fue cultivada por triplicado bajo las condiciones que se
describen a continuacion, con el fin de obtener tanto la curva de crecimiento de la cepa de
interés como el perfil de biomasa en el tiempo. El perfil de biomasa se obtuvo de acuerdo con
lo reportado por Kim y colaboradores en 2012 (Kim, Chung, Lee, & Choi, 2012).

5.1.3.1. Cultivo de la cepa Pseudomonas aeruginosa

La cepa bacteriana de PAO1 fue cultivada en medio sélido Luria Bertani LB (10 g/L de
Triptona, 5 g/L de Extracto de levadura, 10 g/L de Agar y 5 g/L de NaCl) e incubada a 37°C
por 12 horas; la pureza del cultivo fue verificada por medio de tincion de Gram.
Posteriormente, con una colonia se inocularon 150 mL de caldo LB (10 g/L de Triptona, 5 g/L
de Extracto de levaduray 5 g/L de NaCl) y se incubé el cultivo a 37°C y 200 rpm de agitacion

durante 16 horas.

50 mL de este cultivo se emplearon como preinéculo (10% del volumen total del cultivo) en
450 mL de caldo LB. El cultivo se llevé a cabo en un Erlenmeyer de 1000 mL a 37°C y 200
rpm de agitacion, durante 26 horas. Durante las primeras seis horas de cultivo se realiz6 el
muestreo de 1000 ni del cultivo cada hora para realizar las mediciones de DO a_ ¢ Ténd
A partir de la hora 7 se realiz6 el muestreo de 1000 i del cultivo para la medicién de DO en
intervalos de 30 minutos. Este procedimiento se llevéd a cabo por triplicado al mismo tiempo y

bajo las mismas condiciones de cultivo.
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5.1.3.2. Obtencion de la curva de crecimiento y perfil de biomasa

Para evaluar el crecimiento bacteriano por espectrofotometria, en cada muestreo se recolecto
una alicuota de 1mLde la muestra del cultivo, determinando el valor de la absorbancia a una

¢ Tend Los datos de DO obtenidos para la curva de crecimiento se ajustaron a un modelo
de regresion logistica (logit). La ecuacién logistica (a veces llamada modelo Verhulst o curva
de crecimiento logistico) es un modelo de crecimiento poblacional publicado por primera vez
por Pierre Verhulst (Verhulst, 1845, 1847), implementado en Statistica de StatSoft, siguiendo
la Ecuacion 5 (en la pagina 47):

Ecuacion 5:

W Oz e
Ownd & 2ic

0o Omn
P

Donde 0o representa la absorbancia calculada y U¢ representa el tiempo. Los valores para las
variables a y b fueron calculados &0 Tfx x @ @& Tt w o w Elocoeficiente de regresion
presenta un ajuste de los datos al modelo representado con un 'Y 1w ¢ X W una
WOI QRN QMR ¢ BVéase Figura 12, en la pagina 74).

Para obtener el perfil de biomasa en el tiempo los datos de absorbancia obtenidos
anteriormente fueron tratados empleando la relacion DO-Biomasa, de acuerdo con lo

reportado por Kim, y colaboradores en 2012 (Kim, Chung, Lee, & Choi, 2012).

5.2. Construccién, curacion y modelamiento bajo la aproximacién de

FBA de lared metabdlica de Pseudomonas aeruginosa

Para implementar el proceso de reconstruccion de la red metabdlica, fue necesario tener la
informacion requerida sobre cada una de las enzimas que estan involucradas en la red, como
por ejemplo, la(s) reaccion(es) que cataliza, los sustratos sobre los cuales actta la enzima,
los productos que se generan después de la actividad enzimatica, los coeficientes
estequiométricos para cada metabolito que participa en la reaccion (o reacciones) enzimatica;

cuantas y cudles de las reacciones implicadas son termodindmicamente reversibles o
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irreversibles (valor del DG°), dénde se produce la reaccion en la célula (citosol, periplasma,
region extracelular), la clasificacion o tipo especifico de reaccién (metabdlica, de intercambio
o de transporte) entre otros; estableciendo de esta manera una base de datos del conjunto de
ecuaciones quimicas que constituyen las reacciones de la red (Feist et al., 2008). Para realizar
la reconstruccién de la red, se emplearon tres fuentes de informacion, la principal fue la red
metabdlica de PAO1 iMO1056 publicada por Oberhardt y colaboradores en 2008 (Oberhardt
et al., 2008), la anotacién del genoma de PAOL1 disponible en Pseudomonas Genome
Database (PseudoCAP) y la ruta para la biosintesis de pioverdina | (Véase Figura 5, en la
pagina 26) disponible en la base de datos MetaCyc (PseudoCyc).

Partiendo del modelo IMO1056, cada reaccion fue verificada manualmente contra las bases
de datos bioldgicos KEGG, BioCyc (MetaCyc and PseudoCyc), SEED, MetanetX,
TransporDB, Transport classification database y Transporter proteins in Pseudomonas
aeruginosa PAO1, teniendo en cuenta los criterios de informacibn mencionados
anteriormente, con el fin de realizar una curacion preliminar, actualizar y complementar la red
en cuanto a la existencia de evidencia bioldgica, direccionalidad, localizacion subcelular y
clasificacion de cada reaccion, asociaciones Gen-Proteina-Reaccion (GPR) y la
estequiometria de cada reaccion. De forma complementaria, fueron incluidas las reacciones
propias involucradas en la sintesis metabdlica de PVD, algunas reacciones de intercambio
gue contemplan el intercambio de las moléculas sefal de QS con el medio extracelular y las
reacciones de transporte tanto de las moléculas sefial como de PVD; finalmente, se
adicionaron las reacciones propias de suministro de nutrientes de acuerdo con la composicion

del medio de cultivo LB.

5.2.1. Curacion de la Red Metabdlica de Pseudomonas aeruginosa.

Antes de realizar la curacion de la red metabdlica, el conjunto de reacciones fue empleado
como insumo para la construccion de la matriz estequiométrica de la red, ésta matriz fue
construidae mpl eando | a maeneraana afiMerior deDgaupade investigacion de
Disefio de Productos y Procesos del Departamento de Ingenieria Quimica de la Universidad
de los Andes y siguiendo el formato propuesto por B. @. Palsson en 2006 (Duarte et al., 2007).

Posteriormente, a cada reaccion de la red le fueron asignados los limites inferiores y limites
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superiores (LB, por sus siglas en inglés: lower bound y UB, por sus siglas en inglés: upper
bound, respectivamente), teniendo en cuenta la direccionalidad establecida
termodindmicamente para cada reaccion de acuerdo con su valor de DG° (£4). Finalmente se
llevd a cabo la implementacion de un Andlisis de Balance de Flujo (FBA) inicial en estado
estacionario, empleando el solver CPLEX especifico para resolver problemas de
programacion lineal del software GAMS.

La curacién de esta red fue llevada a cabo siguiendo los siguientes pasos:

A. Verificacion de la Produccidn de Precursores de Biomasa por Ingenieria Reversa

La red metabdlica contiene una reaccion de biomasa que fue tomada del modelo IMO1056, la
cual involucra a todos los metabolitos requeridos para el crecimiento celular, cada uno de
estos metabolitos fue evaluado por ingenieria reversa siguiendo la metodologia propuesta por
Senger & Papoutsakis en 2008 (Senger & Papoutsakis, 2008), con el fin de detectar aquellos
precursores de la reaccion de biomasa que no tuviesen los metabolitos intermedios necesarios
para su generacion y que por ende no permitieran obtener un valor de crecimiento predicho
como unica solucién factible al problema de optimizacién resuelto en el FBA, generando un

valor de cero en la funcion objetivo.

B. Adicion del metabolito Pioverdina a la reaccion de Biomasa

La pioverdina por ser un metabolito secundario secretado por Pseudomonas aeruginosa no
se encuentra en el modelo del fcore del metabolismo IMO10564 por lo cual se adicionaron las
reacciones metabdlicas para su sintesis y transporte (Véase Tabla 4, en la pagina 70). Sin
embargo, para la activacion de dichas reacciones fue necesario incluir este metabolito en la
reaccion de biomasa. Al carecer de datos experimentales que nos permitieran saber el
coeficiente estequiométrico para este metabolito en dicha reaccion, se realizdé un analisis de
sensibilidad realizando diversas simulaciones bajo la aproximacion del FBA, variando en cada

simulacion su coeficiente estequiométrico (desde 0.000001 hasta 1.0) para este metabolito.

C. Deteccidn y Solucién de las Patologias de la Red
Siguiendo la metodologia sugerida por Kumar y colaboradores en 2007 (Kumar, Dasika, &

Maranas, 2007) y empleando el software GapFind? fueron detectados los metabolitos con

2 http://maranas.che.psu.edu/submission/gapfind_gapfill2.htm
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patologias tipo froot no-production0y froot no-consumptiono posteriormente con el software
Gap-Fil® empleando como base de datos la informacién contenida en la Biocyc y MetaNetx
fueron solucionadas las patologias de la mayoria de los metabolitos adicionando reacciones
metabodlicas o de rutas de secrecidn o captacion de metabolitos sugeridas por GapFill, en
algunos casos fue modificada la direccionalidad de la reaccion siempre y cuando la

termodinamica (gaG°) de la reaccion lo permitiera.

D. Busqueday Solucién de Ciclos Termodinamicamente Infactibles en la Red

Con el fin de detectar los loops denominados ciclos no factibles que pueden llevar a un flujo
nulo sin ninguna comunicacion entre el sistema y el ambiente externo en términos de
intercambio de materia, se siguié la metodologia propuesta por Murabito, y colaboradores en
2009 (Murabito et al., 2009) y por Schellenberger y colaboradores en 2011 (Schellenberger et
al., 2011), realizando un Analisis de Variabilidad de Flujo (FVA, por sus siglas en inglés: Flux
Variability Analisys), que busca solucionar un problema de optimizaciéon multiobjetivo de tipo
minimax basado en restricciones, empleando el software GAMS. El modelo algebraico que
representa el problema de optimizacion en el analisis de variabilidad de flujo (FVA) se
representa a continuacion en la Ecuacion 6 (en la pagina 50).

Con los resultados del FVA fueron seleccionadas aquellas reacciones con valores de limites
maximos y minimos extremos (1000 a & ¢ ' ®Ow Q vy -1000 a a € WOw Q
respectivamente). Estas reacciones se expresaron de forma matricial para realizar el célculo
de su espacio nulo empleando el software MatLab-R2011, con lo cual se identificaron las
reacciones involucradas en cada uno de los ciclos termodindmicamente infactibles. La

deteccién del espacio nulo se llevé a cabo hasta que éste fue igual a cero.

Ecuacion 6:
0 004 Qo QE Qa Qawi
Yo Qo ¢ Yz th QO
66 0 Tydh QO N0 (O ép)
0 0
Conjuntos:

8 http://maranas.che.psu.edu/submission/gapfind_gapfill2.htm
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| Conjunto de Metabolitos
J Conjunto de Reacciones

indices de referencia:
i 2ndice de referencia que denota el tipo de metaboli
j indice de referencaque denota el tipo de reacci-n j=1,2,3, &

Subconjuntos:
jR Subconjunto de reacciones tipo j que denota las reacciones de caracter reversible.
j'® Subconjunto de reacciones tipo j que denota las reacciones de caracter irreversible.

Parametros:

Sij  Coeficiente que acompafia del metabolito tipo i que se encuentra en la reaccion tipo j (Matriz estequiométrica)
LBj Limite superior del flujo de la reaccion tipo j (jR = -1000, j'R = 0)

UB; Limite inferior del flujo de la reaccidn tipo j (jR = 1000, j'R = 1000)

Variables:

‘  Variable de la funcién objetivo que denota la tasa de crecimiento obtenida como una suma ponderada de las
reacciones que sintetizan los precursores de crecimiento

0 Variable que denota el flujo de cada reaccién tipoj (& & € ®Ow Q

0 Variable que denota el flujo de la reaccion 'Q de Biomasa (& & £ R0 Q

Los ciclos termodindmicamente infactibles fueron resueltos empleando alguna de las
siguientes estrategias: i) cambio de la direccionalidad de las reacciones involucradas teniendo
en cuenta su valor de DG?, ii) eliminacién de las reacciones duplicadas en la red, o iii) bloqueo
de algunas reacciones que no son relevantes metabdlicamente y que puedan ayudar a

eliminar el ciclo.

5.2.2. Modelamiento y Validacion de la Red Metabdlica de Pseudomonas

aeruginosa

5.2.2.1. Andlisis de Balance de Flujo (FBA) en Estado Estacionario

La red metabdlica fue modelada usando la aproximacién de FBA en estado estacionario, el
problema de optimizacién fue formulado como se describe en la
Ecuacion 7 (en la pagina 52) y resuelto como un problema de programacioén lineal (LP, Linear

Programing) empleando el solver CPLEX del software GAMS.

Para el modelo se tuvieron en cuenta las restricciones termodinamicas del sistema,

empleando como funcion objetivo la maximizacion de biomasa y limitando la captacion de
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oxigeno, la captacion de glucosa y la produccién de ATP, para lo cual se empleé como
restriccion adicional del sistema un flujo igual a p ™ @ € WO w 'Q hpara la reaccién de
intercambio de oxigeno (R1040) y para la reaccion de intercambio de glucosa (R1080); y un

flujoigualap ™ & ¢ WO w "Q paralareaccion de intercambio de ATP (R144).

Ecuacién 7:
0 ¢ ®QA QA di
Yo Qtxp ¢ Yzo mh ! Q pfHO 0 &
06 0 Yh! Q pBBRWQQ N

0 0

0 0

0 0
Conjuntos:
| (Conjunto de Metabolitos)
J (Conjunto de Reacciones)
indices de referencia:
i (indice de referencia que denotaeltipodemet abol i to i =1,2, 3, ¢é, 1)
j (2ndice de referencia que denota el tipo de reacci - -n j=1,

Subconjuntos:
jR (Subconjunto de reacciones tipo j que denota las reacciones de caracter reversible)
j’R (Subconjunto de reacciones tipo j que denota las reacciones de caracter irreversible).

Parametros:

Sij (coeficiente que acompafia del metabolito tipo i que se encuentra en la reaccién tipo j de la Matriz
estequiométrica)

LB; (Limite superior del flujo de la reaccién tipo j (jR = -1000, j'R = 0))

UB; (Limite inferior del flujo de la reaccion tipo j (jR = 1000, j'R = 1000))

Variables:

* (Variable de la funcién objetivo que denota la tasa de crecimiento obtenida como una suma ponderada de las
reacciones que sintetizan los precursores de crecimiento)

U (variable que denota el flujo de cada reaccién tipo j (& & € ROw Q )

0 (variable que denota el flujo de la reaccién 'Q de Biomasa (& & ¢ ®0Ow Q )

Escalares:

U (Constante que denota el flujo de la reaccién 'Q  de captacion de oxigeno ( p ™ & € ®0w Q )

U (Constante que denota el flujo de la reaccién 'Q de captacion de glucosa ( p A G €' ®OwW Q )0
(Constante que denota el flujo de la reaccién 'Q de produccion de ATP (p 11 & € ®0w Q )
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5.3. Unién, modelamiento bajo la aproximacion de DFBA y validaciéon
experimental in vitro de la red génica de Quorum-Sensing y la red
metabodlica para la sintesis de Pioverdina en Pseudomonas

aeruginosa.

Para la unién de la red génica de Quorum-Sensing y la red metabdlica fue seleccionado un
set de 9 reacciones que comparten ambos modelos. Este set incluye dos reacciones
involucradas en la sintesis de pioverdina (PVD), tres reacciones para la sintesis de las
moléculas sefial de QS relevantes para este trabajo (2C7-30H-4(1H)Q o PQS, 30-C12-HSL
y C4-HSL) y cuatro reacciones que involucran el proceso de transporte de PVD y de las tres
moléculas sefial de QS (Véase

Tabla 2, en la pagina 53).

Los flujos para las reacciones de QS (* & €i a a ) fueron ajustados a las unidades de flujo
requeridas para el modelo metabdlico por FBA (& & € RO w "Q ), para lo cual se ajustaron
los valores de absorbancia a biomasa de acuerdo con lo reportado por Kim y colaboradores
en 2012 (Kim, Chung, Lee, & Choi, 2012) tal como se menciona en la seccion 5.1.3 (pagina
45).

Tabla 2. Reacciones de unién entre la red de Quorum-Sensing y la red metabdlica

Reacciones de laRed de | Reacciones de la Tino de Reaccion

QS Red Metabodlica P

Re2 R516 . __ i
(Lasl) EC231184 [c]: 30xddACP + amet <==>5mta + ACP + h + n3oxdd-hsl
Re9 R526 . ——

Rl EC.231184 [c]: amet + butACP <==>5mta + ACP + h + nb-hsl

R19 R673 .

PgsH E C.1.14.13.182 [c]: nadh + h + hhq + 02 --> nad + h20 + pgs

Rel4 R907 nb-hsl[c] <==> nb-hsl[e]

Rel5 R906 n3oxdd-hsl[c] <==> n3oxdd-hsl[e]

Re59 R672 pgs[c] <==> pasle]

Re63 R911 [c]: glu-L + tyr-L + (2) ser-L + arg-L + 24dab + (2) fohorn +
PvdD-PvdI-PvdJPvdL lys-L + (2) thr-L --> fbn + (12) h20 + (2) h

Re86 .

PvdQ-PvdP-PvdPVdN R912 [c] : fon + 02 --> pvdl + h20

Re87 R913

PVDExport complex TC-1.B.14.1.6 pvdi[c] --> pvdi[e]
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5.3.1. Disefio de los escenarios de simulacion

Para las posteriores simulaciones empleando la aproximacion de FBA y DFBA, se plantearon
seis escenarios de simulacion. Para los primeros tres escenarios se emplearon las reacciones
correspondientes a la sintesis de las moléculas sefial junto con la reaccién de sintesis de
ferribactina, la reaccién de sintesis de PVD y la reacciébn de transporte de PVD
respectivamente. Los siguientes tres escenarios involucran las reacciones de transporte de
las moléculas sefial junto con la reaccién de produccién de ferribactina, la reaccién de

produccion de PVD y la reaccién de transporte de PVD respectivamente (Véase Tabla 3, en
la pagina 54).

Estos escenarios de simulacién se plantearon con el fin de evaluar cuéles de las reacciones
gue comparten el modelo de la red de QS y de la red metabdlica permiten evidenciar un
cambio en el perfil de biosintesis de PVD y en la expresion del fenotipo metabdlico cuando se
varia la intensidad de la sefial de QS en el sistema.

Tabla 3. Reacciones involucradas en los escenarios de simulacién

Clase D |E1|E2 |E3|E4|E5|E6
[c]: 3oxddACP + amet <==>5mta + ACP + h + n3oxdd-hsl | R516 | X | X | X
[c]: amet + butACP <==>5mta + ACP + h + nb-hsl| R526 | X | X | X
[c]: nadh + h + hhq + 02 --> nad + h20 + pgs R673 | X | X | X
nb-hsl[c] <==> nb-hsl[e] R907 X | X | X
n3oxdd-hsl[c] <==> n3oxdd-hsl[e] R906 X | X | X
pgs[c] <==> pgs|e] R672 X | X | X
[c]: glu-L + tyr-L + (2) ser-L + arg-L + 24dab + (2) fohorn +| R911 X X
lys-L + (2) thr-L --> fbn + (12) h20 + (2) h
[c] : fbn + 02 --> pvdl + h20 R912 X X
pvdl[c] --> pvdl[e] R913 X X

5.3.2. Modelo FBA multietapa

Empleando la aproximacion de FBA se construyé un modelo multietapa que permitiera unir
las dos redes fijando los flujos de las reacciones de union de la red de QS con la red
metabdlica, como restricciones del sistema metabdlico a lo largo de 2000 intervalos de tiempo
y de acuerdo con los escenarios de simulacion establecidos previamente. A continuacion, se
define el modelo algebraico del problema de optimizacién global con las modificaciones

necesarias que fueron incluidas para el caso especifico de la red metabdlica de PAO1 (Véase
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Ecuacion 8, en la pagina 55), el cual fue solucionado empleando el solver CPLEX v.12.6.0.0

para el software GAMS (General Algebraic Modeling System).

Ecuacion 8:
0D OwQa Qa di
YO QO £ Yz 0 rh I "Q pfB HO
06 0 Y& I pBQQ N o &)
0 0
0 0
0 0
0 Up I PUY' Q000D
L on oo
Conjuntos:

| (Conjunto de Metabolitos)
J (Conjunto de Reacciones)

indices de referencia:

i (2ndice de referencia que denota el tipo de metabolito
j (indice de referencia que denota el tipoder eacci -n j =1, 2,3, é,J) .
Subconjuntos:

j® (Subconjunto de reacciones tipo j que denota las reacciones de caracter reversible)
j’R (Subconjunto de reacciones tipo j que denota las reacciones de caracter irreversible)
H$ubconjunto de reacciones tipo j que denota las reacciones de unién de la red de QS con la red metabdlica)

Parametros:

Sij (coeficiente que acompafia del metabolito tipo i que se encuentra en la reaccion tipo j de la Matriz
estequiométrica)

LB; (Limite superior del flujo de la reaccién tipo j (jR = -1000, j'R = 0))

UB; (Limite inferior del flujo de la reaccion tipo j (jR = 1000, j'R= 1000))

O (Tiempo inicial de simulacién)

O (Tiempo final de simulacién)

Variables:

* (Variable de la funcién objetivo que denota la tasa de crecimiento obtenida como una suma ponderada de las
reacciones que sintetizan los precursores de crecimiento)

U (variable que denota el flujo de cada reaccion tipo j (& & € ROw Q )

0 (variable que denota el flujo de la reaccién 'Q de Biomasa (4 & ¢ ®Ow Q )

t (variable que denota el tiempo transcurrido de simulacion)

Escalares:

U (Constante que denota el flujo de la reaccién 'Q  de captacion de oxigeno ( p ™ & € ®0w Q )
U (Constante que denota el flujo de la reaccion 'Q  de captacion de glucosa ( p 1 & € ®Ow Q )
U (Constante que denota el flujo de la reaccion 'Q de producciénde ATP (p 1 & £ RO ® Q )
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Al igual que para el modelo estacionario de FBA, éste modelo cuenta con las restricciones
termodinamicas del sistema, empleando como funcién objetivo la maximizacién de biomasa y
limitando la captacion de oxigeno, captacidén de glucosa y la produccion de ATP, para lo cual
se emplearon como restricciones adicionales del sistema las tasas maximas de captacion para
el oxigeno (R1040) y para la glucosa (R1080) con un flujoiguala p ™ & € ®Ow "Q yuna
tasa maxima de producciéon de ATP (R144) con flujoigualap T & € RO w "Q ; los flujos de
las reacciones de union entre la red de QS y la red metabdlica, fueron fijados de acuerdo con
cada escenario de simulacion (Véase seccion 5.3.1., en la pagina 54 y Tabla 3, en la pagina
54).

5.3.3. Modelo Dinamico

Empleando la aproximacién de DFBA propuesta por Mahadevan y colaboradores en 2002
(Mahadevan et al., 2002), se construyé un modelo que nos permitié resolver el problema de
optimizacion simulando 19 horas de crecimiento del microorganismo (periodo de tiempo de
interés de acuerdo con los resultados experimentales in vitro de crecimiento de Pseudomonas
aeruginosa, Véase seccion 5.3.4, pagina 58), para obtener finalmente los perfiles de flujo de
cada reaccion, el perfil de crecimiento, de produccion de biomasa y los perfiles de
concentracion en el tiempo de los metabolitos de interés (moléculas sefial de QS, glucosa y

pioverdina).

El problema de optimizacién para este modelo se resolvid por programacion no lineal (NLP,
Non-Linear Programing), con el software GAMS (General Algebraic Modeling System)
empleando el solver CONOPT v3.15N, el cual se caracteriza por desarrollar sistemas NLP de
gran escala, como son los modelos metabélicos a escala genémica. Este modelo incluye las
restricciones de igualdad y desigualdad propias del sistema (termodindmicas), los flujos de las
reacciones de union entre la red de QS y la red metabdlica fueron fijados de acuerdo con cada
escenario de simulacion (Véase seccion 6.1.1, pagina 61 y véase Tabla 3, en la pagina 54);
como condiciones de la simulacién se ajusté un tamafio de paso de 0.0095, tres puntos de
colocacion ortogonal para un polinomio de Legendre. Ademds, se contemplaron
concentraciones iniciales para fuente de carbono (Glucosa = 55.5mM), fuente de nitrdgeno
(NH4=104.127mM), fuente de fosfato (Pi=3.88mM), fuente de sulfato (SO4=0.286mM),
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Biomasa (X=0.1g/L) y Oxigeno (0O2=1mM). Se empled el kL, reportado por Mahadevan y
colaboradores en 2002 (Mahadevan et al., 2002) y finalmente la simulacion fue llevada a cabo
desde el tiempo O igual a cero horas hasta el tiempo 0 igual a 19 horas (2000 intervalos, cada
uno de 0.0095 horas). En la Ecuacién 9 (en la pagina 57) se define el modelo algebraico del

problema de optimizacion.

Ecuacion 9:
0 & 6Qa Qi o
Yo Qo ¢
a6 Yo ao YD o Qb o o Q@ pf8 HO
WO Yo dO {avo o (O &y
Y ™ ‘Q pB hO
0 0o U Q pB

aHd 0D 0 m

a0 T Qo ap @ pB hHO
WO T WO @
.. 0 0 ,
Yo 0 g n8 'O
0 O SINAOYAYAYAN 01073 oX
b of oo

Donde & es la concentracion de los metabolitos extracelulares, @, y @ son las condiciones
iniciales para cada metabolito y para la concentracién de biomasa respectivamente, , @ es la
concentracién de biomasas, { es la tasa de crecimiento especifica, ® es la reaccion de peso,
aHif es el vector de las restricciones no lineales (tales como la cinética de consumo de los
sustratos), 0 y 0 corresponden al tiempo inicial y al tiempo final (0 y 19 horas
respectivamente, con un tamafio de paso de 0.0095 horas) respectivamente, y finalmente "O

indica el numero de intervalos en donde el tiempo es discretizado. Este nuevo modelo se
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diferencia del multietapa debido a que involucra el ambiente extracelular en las predicciones
intracelulares; es decir, la dependencia del crecimiento a la presencia o ausencia de los

sustratos presentes.

5.3.4. Validacion Experimental in vitro del Modelo CCBM1737

Para los ensayos experimentales se utilizé la cepa de Pseudomonas aeruginosa PAO1 que
se encuentra en el cepario del grupo de investigacibon Comunicaciéon y Comunidades
Bacterianas del Departamento de Biologia, de la Facultad de Ciencias de la Universidad

Nacional de Colombia, Sede Bogota.

5.3.4.1. Cultivo de la cepa Pseudomonas aeruginosa

Se utilizé un cultivo en medio sélido Luria Bertani LB (10 g/L de Triptona, 5 g/L de Extracto de
levadura, 10 g/L de Agar y 5 g/L de NaCl) de la cepa PAOL, el cual fue incubado a 37°C por
12 horas; la pureza del cultivo fue verificada por medio de tincion de Gram. Posteriormente
con una colonia se inocularon 100 mLde caldo LB (10 g/L de Triptona, 5 g/L de Extracto de
levadura y 5 g/L de NaCl) y se incub6 el cultivo a 37°C y 200 rpm de agitacion durante 12
horas. Este cultivo fue empleado como preinéculo para el cultivo por lote en biorreactor a
condiciones controladas que se explican a continuacién. El procedimiento fue repetido para

cada uno de los cultivos que se realizaron a lo largo de este trabajo.

5.3.4.2 Cultivos por lote de Pseudomonas aeruginosa

Loscultvosse reali zaron en un biorreactor fABioStat A
Germanyo con capacidad de 1L, equi pado con un i
para aireacién y sondas de pH, pO2, y un chaleco refrigerante (cheller) para control de
temperatura y un sistema de aireacién que permite un control continuo y automatico del caudal
de aire propio del laboratorio. Los cultivos se realizaron por lotes (cultivo discontinuo o en
batch) bajo condiciones controladas de pH igual a 7, temperatura de 37°C, a 200 rpm de

agitacion y al 20% de saturacion de oxigeno con una velocidad de flujo de aire de 2L*mint (2
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vvm) y fueron realizados por triplicado. Cada cultivo se llevo a cabo durante 24 horas con

recoleccion de muestra en intervalos de una hora.

5.3.4.3. Perfiles de crecimiento, pioverdina y biomasa

Cada hora se tomd una alicuota de 1mLde la muestra del cultivo por lote para evaluar el
crecimiento bacteriano por espectrofotometria tomando el valor de la absorbancia a una _

¢ mend Los datos empleados para la curva de crecimiento (promedio de las tres réplicas),
fueron tratados por medio de una regresion logistica empleando el software Statistica StatSoft,
con el que se ajustaron los datos siguiendo la Ecuacion 5 (en la pagina 47), en la cual 0¢
representa la absorbancia y Up representa el tiempo. Los valores para las variables a y b
fueron calculados (¢ phwu Tt ¢umXp TiT 6 T p,un@strando un buen ajuste de los datos con

un'Y T w pywna o O Qi @ QiR b ¢ (Wéase Figura 17, en la pagina 87).

Se tomaron dos alicuotas por separado de 1mLde la muestra del cultivo por lote, las cuales
fueron centrifugadas a 14000 rpm, durante cinco minutos a 4°C, el precipitado fue descartado
y el sobrenadante conservado a -80°C. Este sobrenadante fue empleado para obtener el perfil
de Pioverdina en el tiempo siguiendo el protocolo propuesto por Meyer y Abdallah (1978)
(Fallahzadeh, Ahmadzadeh, & Sharifi, 2010; Imperi, Tiburzi, & Visca, 2009; Meyer & Abdallah,
1978), en el cual para determinar la concentracion de pigmento fluorescente en el medio de
cultivo, después de separar las bacterias por centrifugacién, se midié la absorbancia del
sobrenadante a 405 nm; estas mediciones se convirtieron a una base de peso utilizando el
coeficiente de absorcion molar reportado para la PVD. (Fallahzadeh et al., 2010; MEYER &
ABDALLAH, 1978).

Para Obtener el perfil de biomasa en el tiempo fue aplicado el método de peso seco, para lo
cual fueron tomadas tres alicuotas de 50 mL del cultivo por lote al finalizar el tiempo de cultivo,
éstas fueron centrifugadas 14000 rpm por cinco minutos. El precipitado fue lavado con agua
estéril y nuevamente centrifugado, posteriormente fue secado a 50°C, llevado a una camara

de desecacion hasta su enfriamiento para finalmente ser pesado.
Al finalizar el tiempo del cultivo y al mismo tiempo de tomar la muestra para determinacion de

biomasa por peso seco, se tom6 una muestra a la cual se le midié la OD a_ ¢ Témndg,

seguidamente se realizaron diluciones en serie de la muestra con caldo LB estéril y se

59



realizaron mediciones de OD a_ @ Tend la muestra de caldo también fue medida a OD a
¢ mendtomando como blanco agua. Lo anterior con el fin de extrapolar los datos de

biomasa obtenidos en el tiempo.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados y su respectiva discusion se desarrollan en esta seccion siguiendo las tres
etapas en las que se divide el trabajo: (i) Reconstruccién, modelamiento y validacion de la red
génica de Quorum Sensing que regula la sintesis de Pioverdina en Pseudomonas aeruginosa.
(ii) Construccion, curacién y modelamiento bajo la aproximacién de FBA de la red metabdlica
de Pseudomonas aeruginosa. Y (iii) Unién, modelamiento bajo la aproximaciéon de DFBA y
validacion experimental in vitro de la red génica de Quorum-Sensing acoplada con la red
metabdlica de Pseudomonas aeruginosa para la sintesis de Pioverdina (Véase Figura 6, en

la pagina 40).

6.1. Reconstruccion, modelamiento y validacion de la Red Génica de
Quorum-Sensing que regulala sintesis de Pioverdina en Pseudomonas

aeruginosa.

6.1.1. Reconstruccion de la Red de Quorum-Sensing

La red génica de QS que regula la sintesis de pioverdina en Pseudomonas aeruginosa, se

construy6 sobre el estdndar SBML (por sus siglas en inglés: System Biology Markup
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Language), que permite la facil transferencia de conocimiento generado en este trabajo para

la comunidad cientifica y fue reconstruida a partir de bibliomica (Grivell, 2002).

Para la construccién de la red se empled la notacion grafica SBGN usada en modelos SBML,
en |l a cual |l os genes son representados po
diagonal verdes oscuros, las proteinas por cuadros ovalados verdes pastel y cafés, las
moléculas quimicas sencillas por évalos verdes limén y rosados, el Oz y los iones Fe?*-Fe3*
por circulos azules, los complejos entre moléculas sencillas se representan por cuadros
grises, los complejos macromoleculares por cuadros blancos y los circulos rojos representan
procesos de degradacién de todas las proteinas incluidas en el modelo. Las interacciones
entre las especies estan representadas por flechas, las moradas corresponden a procesos de
transcripcién y traduccion, las negras a formacién de complejos, las amarillas a rompimiento
de complejos, las rosadas y verdes a procesos de difusién de las moléculas sefial, las rojas a
procesos de regulacién negativa, las azules a procesos de regulacion positiva y las naranja a
procesos de interaccién de proteinas en reacciones especificas (Véase Figura 7, en la pagina
63).

En la Figura 7 (en la pagina 63), se puede observar que la red de QS construida consta de
114 especies quimicas y bioldgicas, las cuales se encuentran consignadas en la Tabla Al del
Anexo 1 (en la pagina 114), entre las que se encuentran moléculas pequefias, proteinas,
genes y sus correspondientes mRNAS, iones, complejos multimoleculares y complejos de
degradacién. La red de QS construida cuenta en total con 103 reacciones, entre las que se
encuentran tipos de reacciones como: de transcripcién, de traduccién, de formacién de
complejos, de degradacion de proteinas, de transporte de moléculas y reacciones de
inhibicién, de interaccion con influencia positiva, negativa o desconocida sobre algunas
especies de la red. Para cada una de estas reacciones e interacciones se obtuvo el valor de
la constante cinética de acuerdo con lo reportado en la literatura (Fagerlind et al., 2005;
Johnson, 2009); sin embargo, para las reacciones cuyos valores de la constante cinética no
se encuentran reportados, se utilizaron los valores reportados para reacciones del mismo tipo
(Véase Tabla A2 del

Anexo 2, en la pagina 115).
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Figura 7. Red de Quorum Sensing que regula la sintesis de Pioverdina en Pseudomonas
aeruginosa. Reconstruccion realizada por mineria de texto, esquematizada en CellDesigner 4.4. y
modelada con SOSlib de SBML. Cada uno de los simbolos, abreviaturas y significados se encuentran en
la Tabla Al del Anexo 1, en la pagina 114.
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En su estructura la red de QS construida en este trabajo contempla los sistemas completos
de QS: el sistema LasR/Lasl, el sistema RhIR/Rhll y el sistema basado en la sefial quinolona
de Pseudomonas (PQS). El gen pgsR que se encarga de la expresion del regulador tipo LysR
PgsR (MVfR en la cepa PA14) fue también tomado en cuenta en el disefio de la red. Cada
sistema contempla los mecanismos de regulacibn que se encuentran presentes en

Pseudomonas aeruginosa.

Ademés de los sistemas de QS, la red involucra el mecanismo de sintesis de PVD, que
involucra el conjunto de genes tipo pvd (maquinaria biosintética). Con la activacion de este
conjunto de genes en la red, se represent6 el proceso de sintesis del compuesto no
fluorescente conocido como ferribactina, el cual se considera como precursor o intermediario

citosolico de la PVD.

Para representar en la red el proceso de maduracion de la pioverdina en el espacio
periplasmico se incluyeron los genes tipo pvd que forman parte del proceso de maduracion,
para la regulacién de esta maquinaria y en general de los genes tipo pvd involucrados en la
biogénesis de PVD, en el disefio de la red, se tuvieron en cuenta el regulador de captacion
férrico (Fur) y el factor sigma PvdS que actia como un activador transcripcional y se
contemplaron los genes pvdE y pvdM que se encargan del proceso de transporte de la
ferribactina del espacio citosélico al espacio periplasmico. En el proceso de transporte, PvdE
se tomo en cuenta como una proteina transportadora tipo ABC (ATP-binding-cassette) y PvdM
como una proteina dipeptidasa de union a membrana que ayuda en dicho proceso y en el

inicio de la maduracion de la PVD (Visca et al., 2007; Voulhoux et al., 2006).

Para recrear en la red el mecanismo de sefializacion que media el transporte de PVD al
espacio extracelular y el posterior transporte de reingreso a la célula del complejo PVD-Fe**,
se tuvo en cuenta la participacion de la proteina receptora de la superficie celular FpvA y el
factor anti-sigma FpvR (Jimenez et al., 2012). La captacion de hierro por parte de PVD se
representd en la red tomado como base los estudios realizados por Diggle (Diggle et al., 2007),
y para el ingreso de PVD-Fe se tuvo en cuenta la formacion del complejo Fe-PVD-FpvA y su
interaccién con el dominio periplasmico del receptor de membrana interna FpvR con la
participacion de la proteina TonB. Esta proteina juega un papel importante en el sistema de

sefializacion que media todo el proceso de transporte de PVD, se cree que lo anterior es
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debido a la regulacién por QS que experimenta TonB de acuerdo con los reportes de Arévalo

y colaboradores en 2003 (Arevalo-Ferro et al., 2003).

6.1.2. Modelamiento y Validaciéon de la Red de Quorum-Sensing Para La

Sintesis de Pioverdina en Pseudomonas aeruginosa

Posterior a la construccién de la red de QS para la expresion de PVD en Pseudomonas
aeruginosa y al planteamiento matemético del sistema ODESs, se realizaron las simulaciones
empleando la libreria de solvers (solucionadores) de ODEs de SBML (SOSlIib) que contiene
CellDesigner 4.4. para la integracion numérica y el andlisis de sensibilidad como se mencioné
en la metodologia (Véase seccion 5.1.2.1., pagina 42).

La primera simulaci-n fue realizada/éaBealphlade!l esce
en la pagina 70 y Tabla Al del Anexo 1, en la pagina 114), es decir, inicializando el sistema
para ésta simulacibnc on una concent r actodoslosigemds,cyiamdrotethas 1, 0 ¢ |
sUper reguladoras de QS; la disponibilidad de Fe®' extracelular y de las proteinas que
componen el sistema de transporte de PVD también fueron inicializadas con una

concentracibn de 2, 0 &/dase(Tabla Al del Anexo 1, en la pagina 114).

Como se menciond en la metodologia (Véase seccion 5.1.2.2, pagina 44), este escenario
pretende emular el comportamiento natural de un cultivo bacteriano de Pseudomonas
aeruginosa, en el cual a medida que aumenta el crecimiento poblacional (mas células por
unidad de volumen), aumenta la produccion de moléculas sefial de QS en el espacio
extracelular por unidad de volumen, lo que implica por principios de difusion el reingreso de
éstas moléculas sefial a la célula para la activacion jerarquica de los circuitos de QS propios
del microorganismo, con la formacion de los complejos moleculares sefial-receptor, que
actuaran como factores de transcripcién para la expresion de fenotipos como los factores de

virulencia, en este caso, la transcripcion de genes tipo pvd para la produccion de PVD.
Se llevaron a cabo las simulaciones de la red de QS para una célula Unica, no para una

comunidad de células bacterianas, por lo cual un cambio en la concentracion de la sefial de

guorum (en este caso PQS-E) para los posteriores escenarios de simulacion (Véase Tabla 4,
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en la pagina 70), pretende imitar el crecimiento poblacional. Este crecimiento in vitro e in vivo
se ve reflejado en un aumento de la concentracién de moléculas sefial de QS hasta alcanzar
una concentracion umbral, en la cual la difusion hace que las moléculas sefial producidas por
la misma célula o, por cualquier otra que haga parte de la comunidad bacteriana, alcancen un
equilibrio en la region intra y extracelular, lo que conlleva a la activacién de los sistema de QS

por la unién estable de la molécula sefial a los receptores especifico (Proteina tipo LUxR).

Como resultado de | as simulaciones Védaddbiad,adas b:
en la pagina 70 y Tabla Al del Anexo 1, en la pagina 114), cuando se cambian los intervalos

de tiempo de simulacion (500, 1000, 2000 y 3000. Un intervalo corresponde a 33.84 segundos

0 0.0094 horas) se observa que la red alcanza un estado estacionario entre el intervalo 1450

y 1500, aproximadamente entre 13.64 y 14.1 horas como se puede evidenciar en la siguiente

figura (Véase Figura 8, en la pagina 67).

Este resultado indica que el sistema biolégico representado como la red génica autorregulada
de QS, alcanza un estado de equilibrio como se espera que sea el comportamiento de los
sistemas bioldgicos que, tienden a mantener la estabilidad al mismo tiempo que se adaptan a
unas condiciones 6ptimas que les permita la supervivencia, llevando al sistema a un estado

homeostatico.

La estabilidad alcanzada y representada en los resultados de la simulacién de la red de QS,
se puede considerar como un equilibrio dinamico, en el que a lo largo del tiempo de simulacién
(que representa el tiempo de cultivo), algunas especies quimicas y biolégicas se consumen y
otras se producen, indicando cambios continuos en el sistema, pero donde se imponen
condiciones relativamente uniformes que llevan a la homeostasis celular. Lo anterior, se puede
apoyar en trabajos como el de Gonzalez y colaboradores en 2010, en el que se afirma que el
estado estable es el estado inherente de los sistemas biologicos en el medio ambiente; por lo
tanto, el analisis de sistemas bacterianos durante este estado ha sido la base para la mayoria
de las conclusiones sobre el modelamiento de redes bacterianas (Gonzalez Barrios &
Achenie, 2010).
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Figura 8. Simulacion de Red de Quorum Sensing de Pseudomonas aeruginosa. Se observa como
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Es asi, como en los resultados de la simulacién (Véase Figura 8, en la pagina 67), se evidencia
la disminucién paulatina de la concentracion inicial de genes en las reacciones de
transcripcién, donde éstos se transforman e n = mR N Ady ende se observa un aumento de
la concentracion d e MR NeA @lssistema y su posterior consumo en las reacciones de
traduccion, lo que conlleva a un aumento en la concentracibn de las proteinas
correspondientes.

Quorum Sensing Network Simulation of Pseudomonas aeruginosa
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Figura 9. Simulacién de Red de Quorum Sensing de Pseudomonas aeruginosa. Se observa la
produccion intracelular de las moléculas sefial 30-C12-HSL (color rojo), C4-HSL (color azul), PQS (color
verde), del precursor de pioverdina (ferribactina, color amarillo) y de PVD (color rosa). La dinamica de la
red evidencia un aumento en la produccion basal de las moléculas sefial de los tres sistemas de QS, a
medida que la concentracion de las moléculas sefal va disminuyendo, la produccion de PVD va
aumentando del fenotipo PVD, para el cual se sabe que su expresion esta regulada por QS.

El funcionamiento de la red fue censado inicialmente de acuerdo con la produccion intracelular
de las especies quimicas y bioldgicas de interés para este trabajo, entre las que se encuentran
las moléculas sefal de QS, dos homoserin-lactonas intracelulares (30-C12-HSL y C4-HSL) y
la Quinolona (PQS); la produccién citosoélica de ferribactina (precursor de pioverdina) y
periplasmica de PVD (Véase Figura 9, mas atras). En la simulacion del escenario de

condiciones iniciales, se cens6 a nivel intracelular la produccion de las moléculas
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mencionadas con anterioridad; debido a se queria evaluar si el sistema era capaz de expresar
basalmente los circuitos de QS y por ende producir intracelularmente las moléculas sefal de
QS; para esta simulacién no se contemplé un aumento de la concentracién extracelular de las
moléculas sefial de QS. Los resultados que se observan en la Figura 9 (en la pagina 68),
muestran que la red funciona de acuerdo con lo esperado respecto a la dinamica celular en
términos de QS, donde no sdlo se producen intracelularmente las molécula sefial de los tres
sistemas de QS en Pseudomonas aeruginosa, sino que a medida que la concentracion de
estas moléculas sefal va disminuyendo, aumenta la produccién del fenotipo PVD, cuya
expresion esta regulada por QS, lo que indica que el disefio de la red de QS es capaz de
representar el comportamiento biolégico conocido.

Como se menciond, para las simulaciones bajo el escenario de condiciones iniciales la
concentracion de las homoserin-lactonas citosdlicas y extracelulares no fueron inicializadas,
el sistema fue capaz de sintetizar las especies quimicas evaluadas y alcanza un estado
estacionario, lo que indica que la red funciona correctamente de acuerdo con lo esperado

biolégicamente en cuanto a la expresion basal de los circuitos de QS.

La produccién intracelular obtenida para estas especies quimicas fue aproximadamente de

una concentracionde0, 0234 ¢ M -fBRHS L], a 03 0102 -HSM , p a0r, e 049 9
para PQS, 0,0158 EMapwnr@, D&35ee Mi parc a déegtbs.

especies quimicas fue baja, indicando que el sistema genera por si s6lo una concentracion
basal de las moléculas sefial y una produccién tanto de ferribactina como de PVD en
respuesta al Fe®** disponible en el medio extracelular (Simulado con una concentracion inicial
de 2,0 &M)

Con el fin de evaluar la produccion intracelular de PVD al modificar las concentraciones
iniciales de la molécula sefial PQS-E a nivel extracelular como se propuso en la metodologia
(Véase seccién 5.1.2.2, pagina 44), se plantearon veinte escenarios de simulacién que se

muestran en la Tabla 4 (en la pagina 70).
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Tabla 4. Escenarios de simulacién para la red de QS. Se muestran las concentraciones de PQS
extracelular con las que se inicializ6 cada uno de los veinte escenarios de simulacion propuestos y el ID
con el que se identifica cada escenario.

Simulacion [PQS-E€ NI ID
1 0.00 Ciniciales
2 0.01 PQSE001
3 0.02 PQSE002
4 0.03 PQSE003
5 0.04 PQSE004
6 0.05 PQSE005
7 0.06 PQSE006
8 0.07 PQSE007
9 0.08 PQSE008
10 0.09 PQSE009
11 0.1 PQSEO1
12 0.2 PQSEO02
13 0.3 PQSEO3
14 04 PQSE04
15 0.5 PQSEO5
16 0.6 PQSE06
17 0.7 PQSEQ7
18 0.8 PQSEO8
19 0.9 PQSE09
20 1.0 PQSE10

Posteriormente, al realizar las simulaciones de acuerdo con los escenarios planteados en la
seccion 5.1.2.2. (pagina 44) de la metodologia y que se encuentran consignados en la Tabla
4 (en la pagina 70), al variar la concentracion extracelular de PQS (PQS-E , desde 0, 01 ¢
hasta 1,0 &gM), se obtiene un aumento erentel a pr oo
proporcional con el aumento de la concentracibn de PQS-E, obteniéndose la mayor
producci -n de PVD ¢obcertracidnde ™M) 6 c ®© M & dsanBl&ZiBn 16,
ID PQSEO06). Al seguir aumentando la concentracion inicial de PQS-E ( desde @3 6 €M h
1.0 €M) en | alkpreducoianideaPy/D dismmwse (Véase Figura 10, en la pagina
71), indicando que el sistema encuentra un punto de saturacion de la sefial quinolona de QS

a esta concentracion y para cada escenario de simulacion se alcanza un equilibrio dinamico.
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Production of PVD at Different Extracellular PQS Concentrations
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PVD ([PQS-E]=0.9uM) PVD ([PQS-E]=1.0uM)

Figura 10. Simulacion de la produccion intracelular de PVD en la Red de Quorum-Sensing de
Pseudomonas aeruginosa. Se evalla la produccion intracelular de PVD en los diferentes escenarios de
simulacion al modificar las concentraciones iniciales de PQS-E. A una concentracién de PQS-E=0, 6
se obtiene | a mayor producci-n de PVD=0, 122 ¢ M.

Ademas, bajo las mismas condiciones de cada escenario de simulacién (Véase Tabla 4, en la
pagina 70), fue evaluado el efecto del cambio de concentracion inicial de la molécula sefial de
QS, PQS extracelular (PQS-E), en la produccion de PVD extracelular (PVD-E. Véase Figura
11, en la pagina 72).

De acuerdo con los resultados que se muestran en la Figura 11 (en la pagina 72), se puede
evidenciar que no hay un efecto de la sefial de QS, dada por la concentracion de PQS-E, en
la concentracién final de PVD-E como si ocurre en el caso de PVD. Sin embargo, el sistema
muestra un cambio en la trayectoria para la produccion de PVD-E, posiblemente atribuido al
mecanismo de transporte donde juegan un papel importante la proteina receptora de la
superficie celular FpvA, el factor anti-sigma FpvR (Diggle et al., 2007; Jimenez et al., 2012) y
la proteina responsable de la transduccion de energia requerida para la importacion de
moléculas a través de las proteinas de la membrana externa TonB (Chincholkar et al., 2007;
Das et al., 2007; Greenwald et al., 2007; Jimenez et al., 2012; Visca et al., 2007b; Voulhoux
et al., 2006)
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Figura 11. Simulacion de la produccién extracelular de PVD-E en la Red de Quorum-Sensing de
Pseudomonas aeruginosa. Se evalla la produccion extracelular de PVD-E en los diferentes escenarios
de simulacion al modificar las concentraciones iniciales de PQS-E. EL escenario en que fue obtenida la
mayor concentracién de PVD intracelular se enmarca en el recuadro rojo, donde también se observa el
mejor cambio en la trayectoria para la produccién de PVD-E.

Los resultados de las simulaciones realizadas bajo las diferentes condiciones planteadas en
la Tabla 4 (en la pagina 70) y que se observan en la Figura 10 (en la pagina 71) y Figura 11
(en la pagina 72) se pueden justificar, con base en que cualquier sistema en equilibrio
dinamico tiende a alcanzar un estado estable, que se traduce en un equilibrio que resiste
fuerzas de cambio externas (perturbaciones). Cuando el sistema es perturbado, los sistemas
reguladores involucrados, en este caso los sistemas de QS, responden a las salidas para
establecer un nuevo equilibrio; este proceso es conocido como el proceso de control debido
a la retroalimentacién propia del sistema de QS. Todos los procesos biolégicos de integracion
y coordinacién de funciones son ejemplos de la regulacion homeostatica requerida por el

sistema para garantizar la supervivencia celular.

Las simulaciones anteriores se realizaron con el objetivo de evaluar la sensibilidad a la red,
para detectar a que cambios en la concentracion de PQS-E la red es sensible y a qué cambios

de la concentracion PQS-E hay mayor produccion de PVD tanto intra como extracelular. En
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la evaluacion de sensibilidad realizada al modelo de la red génica de QS que regula la sintesis
de pioverdina en Pseudomonas aeruginosa, la cuantificacion de la variacion en la produccién
de PVD (salida del modelo) permitié evidenciar el efecto de las variaciones (perturbaciones
hechas al sistema) de la concentracion inicial de la sefial de QS, PQS-E, (parametro de
entrada), que al comparar las semejanzas de los resultados obtenidos in silico con lo que se
conoce hasta la fecha sobre el comportamiento biolégico natural de los mecanismos de QS
en Pseudomonas aeruginosa, permiten un grado de confianza en la capacidad predictiva del
modelo propuesto en este trabajo. Evaluaciones de sensibilidad similares a la realizada aqui,
segun lo planteado por Ihekwaba y colaboradores en 2004 y por Hu & Yuan en 2006, se han
aplicado a redes de transduccion de sefales y a modelos de rutas metabdlicas para el estudio
de su sensibilidad (Hu & Yuan, 2006; Ihekwaba, Broomhead, Grimley, Benson, & Kell, 2004),

6.1.3. Ensayos Experimentales

De acuerdo con lo mencionado en la metodologia (Véase seccion 5.1.3, en la pagina 45), las
unidades de flujos para las reacciones de la red génicade QS (* & &ia & ), tuvieron que ser
ajustadas a las unidades de flujo (& & € ®Ow "Q ) que se requieren para el modelamiento
posterior de la red metabdlica acoplada a la red de QS que se realiz6 por DFBA (Véase
seccion 5.3.2, en la pagina 54 y 5.3.3, en la pagina 56). Para esto, fue llevado a cabo el cultivo
de PAOL1 por triplicado y bajo las condiciones que se describen en la metodologia, con el fin
de obtener tanto la curva de crecimiento de la cepa de interés como el perfil de biomasa en el

tiempo (Véase Figura 12, en la pagina 74).

Los datos de OD fueron ajustados a un modelo de regresién logistica (logit), empleando el
modelo de crecimiento poblacional (Verhulst, 1845, 1847), que se muestra en la Ecuacién 5
(en la pagina 47), donde 0o representa la absorbancia calculada a 600 nm y 0¢ representa el
tiempo. Los valores para las variables ay b (& th X @ @& 7T w0 w fueron calculados,
con lo que se obtuvo un coeficiente de regresion que presenta un ajuste de los datos al modelo
representado con un 'Y 1w ¢ xyWuna @O QN @ Qo o b Con base en el
tratamiento estadistico anterior se obtuvo la curva de crecimiento que se muestra en el panel
de la izquierda de la Figura 12 (en la pagina 74), donde se observa que el cultivo bacteriano
alcanza una fase estacionaria entre las 19 y 20 horas, precedida de una fase exponencial que

inicia alrededor de las 6 horas.
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Absorbancia Vs Tiempo PAOL
Model is: Abs(600nm)=Exp((-a+(b)*t))/ (1+Exp(-a+(b)*t))
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Figura 12. Curva de crecimiento y perfil de biomasa para Pseudomonas aeruginosa. En el panel de
la izquierda se muestra la curva de crecimiento donde se observa que la bacteria alcanza una fase
estacionaria entre las 19 y 20 horas, y una fase exponencial inicial alrededor de las 6 horas. En el panel
de la derecha se muestra el perfil de biomasa en el tiempo obtenido de acuerdo con lo reportado por Kim,
y colaboradores en 2012 (Kim et al., 2012).

Ademas, con base en la relacién de la densidad Optica, los datos para la obtencién del perfil
de biomasa se obtuvieron de acuerdo con lo reportado por Kim y colaboradores en 2012 (Kim
et al., 2012), empleando la ecuacién Y= 2.0087 X + 0.0764, que relaciona la biomasa con la
densidad 6ptica (D.O.= 600nm), y donde Y representa la biomasa en mg/mLy X representa la

O.Dsoo. El perfil de biomasa se muestra en el panel de la derecha de la Figura 12 (en la pagina
74).

6.2. Construccion, curacion y modelamiento bajo la aproximacion de

FBA de lared metabdlica de Pseudomonas aeruginosa

6.2.1. Ajustes a la Reconstruccion iMO1056 de la Red Metabdlica de
Pseudomonas aeruginosa.

Con base en la informacion reportada en la literatura y sumado a fuentes de informacién
secundaria y de metabol6mica, se establecié una via central para la sintesis de PVDI,
disponible en los repositorios publicos de informacién metabdlica como MetaCyc (Caspi et al.,

2014), que se ilustra en la Figura 5 (en la pagina 26). Cuatro reacciones derivadas de esta
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via que no se encontraban inmersas en el modelo IMO1056 fueron adicionadas para

complementar la informacién de la red y se muestran en la Tabla 5 (en la pagina 75).

Tabla 5. Informacion general de las reacciones involucradas en la sintesis de PVDI, que fueron
adicionadas para complementar el modelo de la red metabdlica de Pseudomonas aeruginosa.

Reaccidn Enzima Reaccion Gen Proteina
L-ornithine 5-monooxygenase R N
R909 (EC-1.14.13.-) [c] : orn-L + nadph + h +02 --> ohorn + nadp + h20 PA2386 PvdA
R910 Hydroxy-L-ornithine formylase | 1. ;om + 10fthf > fohorn + thf PA2396 | PvdF
(EC-2.1.2.-)
pPA23g9 | PvdD
R911 Ferribactin synthase [c] : glu-L + tyr-L + (2) ser-L + arg-L + 24dab + (2) PA2400 PvdJ
fohorn + lys-L + (2) thr-L --> fbn + (12) h20 + (2) h PA2424 Pvdl
PvdL
PvdQ
Hydroxylase . PvdP
R912 (3.5.-.-) [c] : fon + 02 --> pvd1 + h20 PvdO
PvdN
TC-1.B.14.1.6,
R913 TC-1B.14.1.26 pvdl[c] A pvdil[e] PA2398 FpvA
R1115 [e] : pvdl <==>

La primera reaccion estd dada por la enzima citosolica de la familia de las oxidoreductasas,
L-ornitina-5-monooxigenasa identificada con el cddigo E.C.1.14.13.-, que cataliza la
hidroxilacion de la L-ornitina a N°-hidroxi-L-ornitina, esta enzima requiere de la presencia de
oxigeno y del cofactor NADPH para el proceso de 6xido reduccion. El gen que codifica para
L-ornitina-5-monooxigenasa es el Pa-PvdA (PA2386), el cual fue identificado y reportado por

Visca y colaboradores en 1994 (Visca, Ciervo, & Orsi, 1994) .

La segunda reaccion adicionada a la red corresponde a la catalizada por la enzima hidroxi-L-
ornitina formilasa, la cual a partir de los sustratos N°-hidroxi-L-ornitina y 10-formil-
tetrahidrofolato, generan uno de los precursores de la ferribactina, la N°-formil-N®-hidroxi-L-
ornitina (fOHOrnN), por medio de la adicién de un grupo formil. Esta enzima no posee un cédigo
E.C. reportado; sin embargo, es codificada por el gen Pa-PvdF. Estudios realizados por
McMorran y colaboradores en 2001 (McMorran, Shantha Kumara, Sullivan, & Lamont, 2001),
demostraron que la secuencia del gen pvdF al ser analizada muestra que la enzima codificada
por éste presenta una alta similitud con la fosforibosilglicinamida formiltransferasa
(E.C.2.1.2.2) y por lo tanto es una buena enzima candidata para la codificacion de la funcion
de transferencia del grupo formil, es asi como la enzima hidroxi-L-ornitina formilasa
aparentemente pertenece a la familia de las transferasas, a la subfamilia que transfiere grupos

de carbono especificamente grupos formil.
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Los genes pvdA y pvdF codifican para las enzimas mencionadas anteriormente, que catalizan
la sintesis de fOHOrn. En el proceso biosintético de PVDI de Pseudomonas aeruginosa, PAO1
carece de la N5-hydroxyornithine (Ohorn) derivado ciclico de la 3-amino-1-hidroxi-2-
piperidona (Véase Figura 5, en la pagina 26), la etapa de hidroxilacion de L-Ornitina debe
estar acoplada con formilacion dependiente de PvdF para generar un grupo hidroxamato
estable en la estructura (Visca et al., 2007, 2007). De acuerdo con la informacion anterior se
decidié para este trabajo incluir la primera y la segunda reaccién mencionadas en la Tabla 5
(en la pagina 75).

Para el sider6foro PVDI, la cadena peptidica que lo conforma consta de 8 residuos de
aminoéacidos (Véase Figura 4, en la pagina 24), que se condensan para la produccién de
ferribactina, molécula precursora de la PVDI, siendo éste uno de los pasos mas importantes
para la sintesis, la cual se lleva a cabo en su mayor parte a nivel citoplasméatico por cuatro
grandes péptido sintasas no ribosomales (NRPS), codificadas por cuatro de los genes mas
relevantes en este proceso: pvdL, pvdl, pvd] y pvdD, que en conjunto sintetizan el

intermediario ferribactina.

De acuerdo con estos reportes se incluye la tercera reaccion dentro de la red PAO1 + PVDI,
la cual es catalizada por el complejo multienzimatico ferribactina sintasa, encargada de la
condensacion de los 8 residuos de aminoacidos y posterior formacion de ferribactina. La
primera subunidad del complejo multienzimatico es codificada por el gen pvdD, la cual dirige
la incorporacion consecutiva de dos residuos de L-treonina en el extremo C-terminal del
péptido de pioverdina. La segunda subunidad es codificada por el gen pvdJ, la tercera por el
gen pvdl y finalmente la cuarta subunidad esta codificada por el gen pvdL. Hay reportes como
los trabajos realizados por Mossialos y colaboradores en 2002 (Mossialos et al., 2002), que
indican que la sintesis de pioverdina inicia con la enzima derivada del gen pvdL, el cual
incorpora los residuos de L-glutamato, D-tirosina y L-2,4-diaminobutanoato en un péptido
precursor que finalmente es modificado para formar la cadena lateral del grupo acilo y el grupo

cromoforo conservado en las diferentes clases de pioverdina.

PvdL también contiene un dominio altamente inusual similar al que presentan las enzimas de

la familia de las ligasas, una coenzima de acilo, que se apoya la teoria de que PvdL funciona

como subunidad de fAarranqueo para |l a s2ntesi

graso en una reaccion dependiente de ATP y la entrega a L-glutamato realizado por PvdL.
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Ademds se han encontrado reportes en donde se confirma que el gen pvdL es conservado

entre todas las bacterias Pseudomonas productoras de pioverdina (Lamont & Martin, 2003).

Posterior a la sintesis de PVDI, se lleva a cabo el proceso de maduracion del cromoforo del
sideroforo en el espacio periplasmico, proceso que implica un mecanismo de transporte de la
ferribactina al espacio periplasmico direccionado al parecer por PvdE, perteneciente a la
familia de proteinas transportadoras de la clase ATP-binding cassette (ABC). Asi, la
maduracién de PVDI se produce antes de la secrecién a través de la membrana externa. No
estd claro como se produce la secrecién de PVD fuera de la célula, pese a esto se han
identificado varios mecanismos de 6xido reduccion a través de una o mas hemoproteinas
periplasmicas (PvdP, PvdQ, PvdO y PvdN participan) que ocurren antes de la secrecién o
transporte. Sin embargo a la fecha este proceso adn no esta claro (Beare et al., 2003; Cobessi
et al., 2005; Greenwald et al., 2007; Visca et al., 2007; Voulhoux et al., 2006). Con lo anterior
se propone la insercion de la cuarta reaccién para la sintesis de PVDI, donde se contempla el
proceso de 6xido reduccién de la ferribactina y finalmente la quinta reaccién que comprende
el proceso de transporte o secrecion de la pioverdina al espacio extracelular junto con su

reaccion de intercambio.

6.2.2. Curacion de la Red Metabdlica de Pseudomonas aeruginosa

Antes de describir los resultados generados después de realizar el proceso de curacion de la
red, es importante recordar que la reaccién de biomasa del modelo iMO1056 no contempla la
presencia de metabolito secundario PVD, por lo cual fue necesario incluir este metabolito con
su respectivo coeficiente estequiométrico en la reaccion de Biomasa del modelo CCBM1737
con el fin de conseguir la activaciéon de los flujos de las reacciones que involucran la sintesis
de PVD; sin embargo, actualmente no se encuentran reportados datos experimentales que
den cuenta del valor de este coeficiente, por lo cual la aproximacion metodolégica que se
propone para obtener el valor para el coeficiente estequiométrico de PVD es la descrita en la

seccion 5.2.1 (pagina 48).
Después de evaluar la produccion y consumo de cada uno de los metabolitos que componen

la reaccién de biomasa por ingenieria reversa y verificar el buen funcionamiento de la red, es

decir, que al realizar el FBA genera una solucion factible al problema de optimizacion, fue
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incluido el metabolito PVD a la reaccién con un coeficiente estequiométrico de 0.4, escogido
con la siguiente heuristica: (i) que el coeficiente estequiométrico utilizado diera como resultado
en el FBA una solucion factible al problema de optimizacion, (i) que el coeficiente
estequiométrico utilizado diera como resultado del FBA un valor positivo mayor a cero para la
funcidén obijetivo y (iii) que el valor del coeficiente estequiométrico diera como resultado del

FBA la activacion del flujo del mayor nimero de reacciones incluidas en el modelo.

Tabla 6.Patologias de los metabolitos presentes en la red metabdlica de Pseudomonas aeruginosa,
detectadas y solucionadas con GapFind y GapFill de acuerdo con la metodologia propuesta por Kumar y
colaboradores en 2007 (Kumar et al., 2007)

GapFind / GapFill Metabolitos %
Total de metabolitos incluidos en la red 881 100%
Metabolitos con patologias detectados por GapFind 260 29,51%
Metabolitos con patologias resueltas con GapFill 152 17,25%
Total de metabolitos con patologias en la red 108 12,26%
Metabolitosc on pat ol RapeNs Produdtignd d&n | 29 3,29%
Metabolitos con patologias tipo fRoot No Consumptiond e n 79 8,96%

Dentro del proceso de curacion de la red metabdlica de PAOL se realizé la deteccion y
solucion de las patologias de la red y como se evidencia en la Tabla 6 (en la pagina 78), de
un total de 881 metabolitos que contiene el modelo, el 29.51% de los metabolitos fueron
detectados con patologias, fueron solucionados el 17.25% de patologias y quedaron sin
solucionar el 3.29% de metabolitos con patologias tipo root no-production y el 8.96% de
metabolitos con patologias root no consumption; asi, el modelo metabdlico (de ahora en
adel ant e dendvi7Batdndendiu@ C2B6% de metabolitos con patologias sin

resolver.

Para la curacion del modelo CCBM1737 también se contemplé la deteccidn y solucién de los
ciclos termodindmicamente infactibles. En el set de reacciones que componen el modelo
fueron encontrados 23 ciclos en la red, los cuales fueron solucionados ajustando los valores
de los limites inferiores (LB, por sus siglas en inglés: Lower Bound) y de los limites superiores
(UB, por sus siglas en inglés: Upper Bound) para bloquear algunas reacciones que no fuesen

esenciales para el crecimiento del microorganismo.

Posterior al proceso de curacion, el modelo de la red metabdlica de Pseudomonas aeruginosa

gue se propone consta de 1737 genes que codifican para 826 enzimas con E.C number oficial,
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46 enzimas no reportadas en bases de datos curadas, 60 complejos protéicos y/o proteinas
de transporte reportadas en bases de datos de proteinas de transporte y 76 proteinas de
transporte no reportadas; contiene 1124 reacciones entre las que posee reacciones
metabdlicas, de transporte, de intercambio, reacciones correspondientes al medio de cultivo
LB, de biomasa y de mantenimiento (Véase Figura 13, en la pagina 80y Tabla 7, en la pagina
79).

Tabla 7. Comparacion de los tipos de reacciones en el modelo iMO1056 y CCBM1737.

Tipos de Reacciones en el Modelo iMO1056 | CCBM1737
Reacciones Metabdlicas 728 774
Reacciones de Transporte 150 146
Reaccion de Biomasa 1 1
Reaccion de Mantenimiento 1 1
Reacciones de Intercambio 118 121
Reacciones correspondientes a la entrada

X ) . 84 81
de metabolitos por el medio de cultivo
Total de Reacciones 1082 1124
Total de Metabolitos 760 881
Total de Genes 1056 1737

El nimero de reacciones y los ftipos especificosd de reacciones establecid
sistema y subsistema metabdlico involucradas en el modelo CCBM1737, se representan en
la Figura 14 (en la pagina 81), donde se puede evidenciar que los sistemas metabdlicos mas
representativos (mayor nimero de reacciones involucradas), corresponden a la biosintesis de
cofactores, grupos prostéticos y transportadores de electrones; seguida de las reacciones de
transporte, las reacciones de intercambio y las reacciones involucradas en la biosintesis y
degradacién de aminoacidos. Otro grupo importante a nivel del sistema metabdlico en la red
de reacciones del modelo CCBM1737, esta constituido por las reacciones implicadas en la
biosintesis de lipopolisacéaridos y biosintesis de moléculas lipidicas para la formacion de pared
celular, del metabolismo central (Véase Figura 14, en la pagina 81). Los sistemas metabélicos
fueron asignados a cada reaccion de acuerdo con la clasificacion bajo la cual se encuentra
cada reaccion en la base de datos BioCyc, especificamente para la cepa Pseudomonas

aeruginosa PAOL1.
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Figura 14. Tipos de reacciones por sistema metabdlico involucradas en el modelo CCBM1737 de la
Red metabdlica central para la sintesis de pioverdina en Pseudomonas aeruginosa. Las reacciones
del modelo se encuentran clasificadas de acuerdo al sistema metabdlico al que pertenecen segun con la
lo reportado en la base de datos BioCyc. Los valores dentro de cada conjunto pertenecen al nimero de
reacciones que se encuentran bajo cada sistema metabdlico.
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6.2.3. Modelamiento y Validacion de la Red Metabdlica de Pseudomonas

aeruginosa.

El problema de optimizacion (Véase

Ecuacion 7, en la pagina 52) se resolvio por LP para el FBA en estado estacionario, empleando
como funcion objetivo la maximizacién de biomasa que incluye el metabolito PVD y limitando
la captacion de oxigeno, la captacion de glucosa y la produccién de ATP. Los resultados
muestran una tasa de crecimiento predicha por el modelo de 0.55°Q heste valor obtenido se
considera dentro del rango Optimo establecido para los microorganismos y que para
Pseudomonas aeruginosa especificamente se encuentra reportado entre valores de 0.6Q y

0.8Q (Véase Tabla 1, en la pagina 32).

El modelo de la red metabdlica propuesto y analizado bajo la aproximacion de FBA en estado
estacionario realiz6 la prediccién de la distribucion de los flujos de las reacciones implicadas
en la red, para un total de 352 reacciones con flujos activos, que incluyen las reacciones de
sintesis, transporte e intercambio de las moléculas sefial de QS: 2C7-30H-4(1H)Q (PQS), 30-
C12-HSL y C4-HSL y de PVD. La activacion de los flujos de un numero pequefio de reacciones
puede estar relacionada con la adicién del metabolito PVD a la reaccion de biomasa, lo que
obliga al sistema a activar un set pequefio reacciones esenciales del metabolismo central que

permitan la activacion del metabolismo secundario para la produccion de PVD.

Estos resultados indican que el modelo CCBM1737 propuesto en este trabajo, presenta una
solucién factible al problema de optimizacion basado en restricciones bajo la aproximacion de
FBA, lo que permite evaluarlo posteriormente bajo una aproximacion de FBA multietapa y de
DFBA.
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6.3. Union, modelamiento bajo la aproximacion de DFBA y validaciéon
experimental in vitro de la red génica de Quorum-Sensing y la red
metabodlica para la sintesis de Pioverdina en Pseudomonas

aeruginosa.

6.3.1. FBA multietapa para CCBM1737

La union de la red génica de QS y la red metabdlica del modelo CCBM1737 se llevé a cabo
fijando los flujos de las reacciones que comparten ambos modelos (Véase

Tabla 2, en la pagina 53) en el modelo multietapa que fue construido en este trabajo (Véase
Ecuacion 8, en la pagina 55); los flujos de las reacciones compartidas fueron fijados como
restricciones del sistema metabdlico a lo largo de 2000 intervalos (cada uno de 0.0094 horas)
en los seis escenarios de simulacién establecidos previamente (Véase Tabla 3, en la pagina
54).

Para cada uno de los seis escenarios se llevaron a cabo 20 simulaciones, cada una variando
los flujos de las reacciones de unién entre las dos redes, de acuerdo con los datos obtenidos
de las simulaciones de la red de QS al variar la concentracion extracelular de PQS-E, cada

simulacién fue marcada como se indica en la Tabla 4 (en la pagina 70).

Después de realizar las simulaciones para cada escenario fueron descartados los escenarios
cuatro, cinco y seis, puesto que en el FBA la red no muestra sensibilidad a los cambios de los
flujos de las reacciones correspondientes al transporte de las moléculas sefial, igualmente
ocurrié con los escenarios uno y dos que incluyen las reacciones de sintesis de las moléculas
sefial y la sintesis de ferribactina y pioverdina respectivamente. De acuerdo con esto fue
seleccionado el escenario tres que si muestra una sensibilidad a los cambios de los flujos de
las reacciones correspondientes a la sintesis de las moléculas sefial y el transporte de PVD.
La sensibilidad que muestra el escenario tres a los cambios de los flujos de las reacciones
correspondientes a la sintesis de las moléculas sefial y el transporte de PVD se puede

justificar tomando como base el mecanismo de transporte modulado por TonB y que a su vez
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es regulado por QS de acuerdo con lo publicado en el trabajo de Arévalo y colaboradores en

2003 (Arevalo-Ferro et al., 2003).
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Figura 15. Perfil de crecimiento in silico de Pseudomonas aeruginosa en el modelo de FBA
multietapa. Los datos fueron generados a partir de las simulaciones del FBA multietapa realizadas en
GAMS para el modelo CCBM1737 de PAOL1.

Los resultados de las 20 simulaciones realizadas para el escenario tres se muestran en la
Figura 15 (mas atras), donde se evidencia un cambio en el tiempo de acuerdo con el aumento
de la concentracion de PQS-E, que fue representado por los valores de flujo de cada reaccién
en el tiempo obtenidos de las simulaciones realizadas a la red de QS.

De acuerdo con los resultados en las primeras cuatro horas de crecimiento la red es sensible
a los cambios de los flujos de las reacciones de sintesis de las moléculas sefial y el transporte
de PVD involucradas en el escenario tres. Esto puede deberse principalmente al estrés al que
esta siendo sometido el sistema (la célula), cuando se fijan estos flujos que a su vez dependen

de la concentracién de PQS-E.

6.3.2. Modelo Dindamico: DFBA para CCBM1737

Los resultados de las simulaciones bajo la aproximacién de DFBA (Véase Ecuacién 9, en la
pagina 57) realizadas para el escenario tres, que involucra las reacciones correspondientes a
la sintesis de las moléculas sefial y el transporte de PVD, se pueden observar en la Figura 16
(en la pagina 86).

De acuerdo con los resultados al igual que en el modelo de FBA multietapa (Véase Figura 15,
mas atras), la simulacion para el modelo dindmico, muestra que entre las primeras dos a tres
horas aproximadamente, la red es sensible a los cambios de los flujos de las reacciones de
sintesis de las moléculas sefal y el transporte de PVD involucradas en el escenario tres;
evidencidndose un cambio notorio en este intervalo de tiempo a medida que aumenta la
intensidad de la sefial de QS (aumento en el valor del flujo de las reacciones de QS),
considerando este periodo de tres horas como una fase de adaptacion en donde el sistema
responde a las perturbaciones al que esta siendo sometido y que se puede comparar con el
estrés al que se someteria la célula en un cultivo si se expusiera a diferentes concentraciones
de las moléculas sefial de QS al inicio de su crecimiento. Se observa también cémo el valor
de la funcién objetivo se estabiliza aproximadamente a las 9 horas y decae entre las 12y 15
horas aproximadamente, lo cual coincide con el agotamiento de la fuente de carbono

(Glucosa, véase Figura 20, en la pagina 91) en el sistema simulado.
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Figura 16. Perfil de crecimiento in silico de Pseudomonas aeruginosa en el modelo de FBA
dindmico. Los datos fueron generados a partir de las simulaciones del DFBA realizadas en GAMS para el

modelo CCBM1737 de PAOL.
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Bajo las condiciones experimentales que se emplearon para la validacién in vitro del modelo
(Véase seccion 5.3.4, pagina 58), se obtuvo el perfil de crecimiento (Véase Figura 17, en la
pagina 87) que muestra una fase de adaptacion (fase Lag) entre las primeras tres horas de
cultivo, en la que el metabolismo celular se acelera, las células aumentan de tamafio, pero no
son capaces de replicarse y, por lo tanto, no hay aumento de la biomasa celular. La fase Lag
in vitro coincide con la fase de adaptacion obtenida en el modelo dinamico in silico, en esta
fase el sistema responde a las perturbaciones a las que fue sometido a través de los cambios
de los flujos de las reacciones implicadas en la sefial de QS (que a su vez depende de la
concentracion de PQS. Véase seccion 5.1.2.2, pagina 44 y Tabla 4, en la pagina 70) y
transporte de PVD, como se explicé anteriormente.

Perfil de Crecimiento in vitro de P. aeuroginosa
Model: v2=Exp((-a+(b)*v1))/(1+Exp(-a+(b)*v1))

y=exp((<(1,95022)+((,234159))x))/(1+exp(-(1,95022)+((,234159))x))
1,0

0.8 5 14 15
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Figura 17. Perfil de crecimiento in vitro de Pseudomonas aeruginosa. Producto de la regresion

logistica empleando el software Statistica StatSoft. En la ecuacién del modelo, v2 representa la

absorbancia ajustada (eje y, variable dependiente) y v1 el tiempo. Este perfil de crecimiento se generé con

el promedio de los datos de crecimiento de tres cultivos realizados bajo condiciones controladas (Véase
seccién 5.3.4, pagina 58) en medio LB para PAOL1.
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La fase exponencial (fase Log) in vitro se evidencia con una duracion de 11 horas
aproximadamente (entre las 4 y 14 horas de cultivo) seguida de una fase estacionaria hasta
el final del tiempo de cultivo (20 horas); en comparacion con el modelo in silico la fase
exponencial permanece por aproximadamente 7 horas (entre la hora 2 y la hora 9) y su fase

estacionaria consigue finalizar aproximadamente a las 14 horas de simulacién.

Son muchas la razones que pueden explicar esta divergencia entre el modelo in vitro y el
modelo in silico y puede deberse a varios factores entre los que se encuentran las condiciones
de crecimiento de cada sistema, como por ejemplo la fuente de carbono que emplea el
microorganismo para su supervivencia. Para el modelo in silico se contempl6 glucosa como
Unica fuente de carbono, con una concentracién de glucosa extracelular de 55.5 mM, una
fuente de nitrgeno como NH4*" extracelular de 104.13 mM, una fuente de fosfato como P;
extracelular de 3.88 mM, una fuente de sulfatos como SO.* extracelular de 0,29 mM. Estos
valores fueron estimados de acuerdo con la composicion del medio de cultivo LB, el cual es
un medio de cultivo complejo por los componentes que lo constituyen (principalmente Extracto
de levadura y Triptona) y no es posible establecer de forma precisa las concentraciones de
cada nutriente. En el modelo in vitro la bacteria creci6 en LB y pudo aprovechar la
concentracion total de nutrientes que se encuentran en el medio y emplear otras fuentes de
carbono presentes a parte de glucosa, lo cual puede verse reflejado en su crecimiento.
Ademas, hay que tener en cuenta que las condiciones de crecimiento in vitro proporcionaron
las condiciones OGptimas de crecimiento al microorganismo, incluso superiores a las
condiciones in vivo en las que puede crecer Pseudomonas aeruginosa. Hay que aclarar que
la sefial de QS para el cultivo in vitro fue generada por la poblacion bacteriana bajo estas
condiciones de cultivo, es decir, el medio de cultivo no fue suplementado con concentraciones

de las moléculas sefial (sintéticas) de QS.

Es importante resaltar, como ambos modelos in silico e in vitro, muestran un comportamiento
similar y tienen la misma tendencia, en la que se evidencia una fase de adaptacion, una
exponencial y una estacionaria como se espera para cualquier curva de crecimiento
bacteriano, esto significa que el modelo in silico propuesto, aunque es una version simplificada
de la realidad puesto que cuenta con un set de 1124 reacciones y 881 metabolitos
(aproximadamente el 20% del genoma), logra, en general, reproducir el comportamiento
global del cultivo bacteriano in vitro donde se tiene la expresion total del genoma de

Pseudomonas aeruginosa.
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A partir de las simulaciones del modelo dinamico DFBA, se obtuvieron los perfiles de
produccion de biomasa (Véase Figura 18, en la pagina 89) para cada una de las 20
condiciones de simulacién (Véase Tabla 4, en la pagina 70). Estos perfiles de concentracion
son el resultado del método de integracidbn numérica empleada para la solucién del problema
de optimizacién (ver segunda restriccion de la Ecuacién 9, en la pagina 57) muestran un
comportamiento similar al del perfil de crecimiento in vitro de Pseudomonas aeruginosa
(Véase Figura 17, en la pagina 87), lo que evidencia in silico una fase de adaptacion en las
primeras tres a cuatro horas de crecimiento, una de crecimiento exponencial a partir de la hora
4 y hasta aproximadamente la hora 14 de crecimiento y una fase estacionaria que inicia en la
hora 15 aproximadamente.

Perfil de Concentracion in silico de Biomasa

—— Ciniciales Biomasa

3 ——PQSEQ01 Biomasa
PQSE002 Biomasa
——PQSEQ03 Biomasa
PQSE004 Biomasa
——PQSE005 Biomasa
——PQSE006 Biomasa
——PQSEQ07 Biomasa
PQSE008 Biomasa
—— PQSE009 Biomasa
——PQSE01 Biomasa
PQSED2 Bomasa
PQSE03 Biomasa
PQSED4 Biomasa
PQSED5 Bomasa
-PQSE0G Biomasa
04 PQSEON7 Bomasa
PQSE08 Biomasa

PQSE09 Biomasa

PQSE10Bomasa

o
=

Concentracion g/L

02

0 500 1000 1500 2000

Intervalo de Tiempo (c/u 0,0095h)

Figura 18. Perfil de biomasa in silico de Pseudomonas aeruginosa en el modelo de FBA dinamico.
Los datos fueron generados a partir de las simulaciones del DFBA realizadas en GAMS para el modelo
GSM de PAOL.

De acuerdo con los resultados obtenidos in vitro para el perfil de biomasa (Véase Figura 19,
en la pagina 90), se observa un incremento exponencial en el tiempo de cultivo. Este aumento
de biomasa se evidencia in vitro hasta la hora 14 de cultivo, lo cual no solo coincide con el

aumento de biomasa del modelo in silico, sino también, con el perfil de crecimiento in vitro

89



(Véase Figura 17, en la pagina 87) que muestra en la hora 14 el inicio de la fase estacionaria

del cultivo.

Los anteriores resultados, son evidencia de que el perfil de biomasa predicho en el DFBA para
el modelo GSM de PAOL1 que se realizé en este trabajo, representa adecuadamente el
comportamiento in vitro de Pseudomonas aeruginosa, con lo cual el modelo in silico predice
correctamente el perfil de biomasa. Como se menciond anteriormente, no existen
antecedentes en la literatura de un modelo GSM de Pseudomonas aeruginosa estudiado bajo
las aproximaciones del DFBA y que adicionalmente involucre la regulacion del modelo GSM
mediada por el fendbmeno de Quorum-Sensing, para la expresion de un factor de virulencia
especifico. Los resultados aqui presentados demuestran la factibilidad de generar
modelos computacionales que permitan reproducir las condiciones de crecimiento y se
vislumbran como una plataforma para experimentacion in silico que permita entender
el comportamiento de un sistema biolégico desde una perspectiva de biologia de
sistemas. Los modelos computacionales para experimentacién (como el presente), permiten
explorar escenarios rapidamente que dan indicios para la experimentacion in vitro, reduciendo

tiempo y costos.

Perfil de Biomasa in vitro de Pseudomonas aeruginosa
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Figura 19. Perfil de biomasa in vitro de Pseudomonas aeruginosa. Este perfil de biomasa se generé
con el promedio de los datos de biomasa obtenida por peso seco, de tres cultivos realizados bajo
condiciones controladas (Véase seccion 5.3.4, pagina 58) en medio LB para PAO1.
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Se obtuvo del modelo DFBA el perfil de captacién de glucosa (fuente de carbono. Véase
Figura 20, en la pagina 91), el cual evidencia un consumo de la fuente de carbono hasta
finalizar la concentracion de glucosa entre la hora 14 y 15 de crecimiento, esto coincide con
el inicio de la fase estacionaria tanto en el perfil de crecimiento in silico (Véase Figura 16, en
la pagina 86), como en el perfil de biomasa in silico (Véase Figura 18, en la pagina 89) e in

vitro (Véase Figura 19, en la pagina 90).

Perfil de Concentracion in silico (Captacion/Consumo) de Glucosa

——Ciniciales D-Glucosa
——PQSE001 D-Glucosa
PQSEN02 DGlucosa
——PQSE003 D-Glucosa
——PQSE004 D-Glucosa
PQSE0N05 D-Glucosa
——PQSE006 D-Glucosa
——PQSE007 D-Glucosa
PQSE008 D-Glucosa
——PQSE009 D-Glucosa
PQSEO01 D-Glucosa
PQSE0N2 D-Glucosa
PQSEON3 D-Glucosa
PQSE04 D-Glucosa
PQSEDS D-Glucosa
PQSEN6 D-GIL
PQSEO7 D-Glucosa
PQSE08 D-Glucosa
PQSENY D-Glucosa

Concentracion mM
8

PQSE10 D-Glucosa
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Intervalo de Tiempo (c/u 0,0095h)

Figura 20. Perfil de concentracién de glucosa in silico de Pseudomonas aeruginosa en el modelo
de FBA dinamico. Los datos fueron generados a partir de las simulaciones del DFBA realizadas en GAMS
para el modelo GSM de PAOL1.

El perfil de concentracion de pioverdina (Véase

Figura 21, en la pagina 92) obtenido del modelo DFBA, evidencia como la produccién de PVD
aumenta de forma proporcional al tiempo en las primeras 8 horas de crecimiento, debido
posiblemente a la deficiencia de hierro intracelular que se tiene al inicio del crecimiento de la
bacteria. Aproximadamente después de la hora 9 se mantiene la concentracion de PVD
producida. Este comportamiento in silico del modelo DFBA de la red metabdlica, se puede
asociar, posiblemente, al equilibrio en la disponibilidad de Fe®" que alcanza el sistema en el
modelo de la red de QS para la produccién de PVD intracelular (Véase Figura 10, en la pagina

71) y de PVD extracelular (Véase Figura 11, en la pagina 72) al inicio de las simulaciones, ya
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gue estas se realizaron con una concentracion inicial para la disponibilidad de Fe®*" en el
sistema (Véase Tabla Al del Anexo 1, en la pagina 114), lo cual afecta proporcionalmente los
flujos de las reacciones metabdlicas para la sintesis de las moléculas sefial de QS y el
transporte de PVD involucradas en el escenario tres y que se emplearon en el modelo GSM

de Pseudomonas aeruginosa estudiado bajo las aproximaciones del DFBA.

Perfil de Concentracion in silico de PVD

01

——Ciniciales PVD
——PQSE001 PVD
——PQSE002 PVD
——PQSE003 PVD
——PQSE004 PVD
—PQSE005 PVD
——PQSE006 PVD
——PQSE007 PVD
PQSE008 PVD
——PQSE009 PVD
——PQSEO01 PVD
PQSEO02 PVD
PQSEO03 PVD
PQSEO04 PVD
PQSEOS PVD
PQSE06 PVD
PQSEO7 PVD
PQSE08 PVD
PQSE09PVD
PQSE10PVD

0,08

0,06

Concentracion mM

0,04

0 500 1000 1500 2000

Intervalo de Tiempo (c/u 0,0095h)

Figura 21. Perfil de concentracién de Pioverdinain silico de Pseudomonas aeruginosa en el modelo
de FBA dinamico. Los datos fueron generados a partir de las simulaciones del DFBA realizadas en GAMS
para el modelo GSM de PAOL.
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El perfil de concentracion de pioverdina in vitro (Véase

Perfil de Concentracién de Pioverdina in vitro de Pseudomonas aeruginosa
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Figura 22, en la pagina 93), refleja una tendencia de aumento en la concentracién a lo largo
del tiempo, aproximadamente en la hora 10 del cultivo se refleja una maxima produccion de
PVD (0,0126 mM), tiempo que coincide con aproximadamente la mitad de la fase exponencial
de crecimiento in vitro (Véase Figura 17, en la pagina 87), durante el resto de la fase
exponencial la concentracion de pioverdina se mantiene con algunos cambios no
significativos; sin embargo, al entrar en la fase estacionaria se evidencia un aumento en su

concentracion alcanzando un maximo de concentracion aproximadamente de 0,0152 mM.

Una explicacién para el comportamiento en la variacion de la concentracion de pioverdina, es
gue la PVD con el paso del tiempo se oxida facilmente, lo cual se observa in vitro con una
variacién en la coloracién verde caracteristica del pigmento y debida al croméforo fluorescente
basado en una quinolina ciclica responsable de la fluorescencia brillante de la pioverdina
(Meyer, 2007; Visca et al., 2007b) y que es detectada entre 400 nm y 405 nm de acuerdo con
lo reportado en la bibliografia (Fallahzadeh, Ahmadzadeh, & Sharifi, 2010; Imperi, Tiburzi, &
Visca, 2009; Meyer & Abdallah, 1978). Como se menciond, para las simulaciones del modelo
CCBM1737 en este trabajo se estimé una concentracién de Fe** aproximada de 0,011 mM

teniendo en cuenta la composiciéon del medio de cultivo LB.
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Perfil de Concentracién de Pioverdina in vitro de Pseudomonas aeruginosa
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Figura 22. Perfil de concentracién de Pioverdina in vitro de Pseudomonas aeruginosa. Este perfil de
pioverdina se gener6 con el promedio de los datos de absorbancia a 405 nm siguiendo la metodologia
propuesta por Meyer y Abdallah (1978) (Fallahzadeh, Ahmadzadeh, & Sharifi, 2010; Meyer & Abdallah,
1978), de tres cultivos realizados bajo condiciones controladas (Véase seccion 5.3.4, pagina 58) en medio
LB para PAO1.

Finalmente, se obtuvieron los perfiles de produccién de las moléculas sefial de QS,
correspondientes a las acil homoserin lactonas 30-C12-HSL y C4-HSL, y a la quinolona sefial
PQS. Se evidencia en la Figura 23 (en la pagina 94), Figura 24 (en la pagina 95) y Figura 25
(en la pagina 95), que el perfil de concentracién de estas tres moléculas sefal es similar
alcanzando una maxima produccion alrededor de las 10 horas de crecimiento que
corresponde aproximadamente la mitad de la fase exponencial de crecimiento in vitro de
Pseudomonas aeruginosa (Véase Figura 17, en la pagina 87), lo cual coincide con lo reportado
en la literatura para la produccién de moléculas sefial de QS, en donde se evidencia que este
tipo de moléculas tienen una produccion basal en la célula y su mayor produccion se presenta

a mitad de la fase exponencial de crecimiento.
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Perfil de Concentracioén in silico de 3-Oxo-C12-HSL

008
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—— PQSE0D4 3-Oxo-C12HSL
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—— PQSEDT 3-Oxo-C12HSL
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——PQSE0D 3-Oxo-C12-HSL
——PQSEN 3-Cxo-C12-HSL
PQSENZ 3-Oxo-C12-HSL
——PQSEN3 3-Oxo-C12-HSL
—— POSED4 3-Oxo-C12-HSL
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Figura 23. Perfil de concentracién in silico de la molécula sefial de QS N-(3-oxododecanoil)-L-
homoserin-lactona (30-C12-HSL) de Pseudomonas aeruginosa en el modelo de FBA dinamico. Los
datos fueron generados a partir de las simulaciones del DFBA realizadas en GAMS para el modelo GSM
de PAO1.

Gracias a los resultados obtenidos se demostré el funcionamiento de la red génica
unificada de QS acoplada con la red metabdlica de Pseudomonas aeruginosa para la
sintesis de Pioverdina, modelo CCBM1737, validando experimentalmente in vitro
utilizando un cultivo de Pseudomonas aeruginosa, los resultados obtenidos para las
variables de salida como perfil de crecimiento, perfil de biomasa y perfil de captacion

de glucosa en el modelo dindmico planteado in silico.
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Perfil de Concentracién in silico de N-C4-HSL
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Figura 24. Perfil de concentracién in silico de la molécula sefial de QS N-butanoil-L-homoserin-
lactona (C4-HSL) de Pseudomonas aeruginosa en el modelo de FBA dinamico. Los datos fueron
generados a partir de las simulaciones del DFBA realizadas en GAMS para el modelo GSM de PAO1

Perfil de Concentracidn in silico de PQS Extracelular
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Figura 25. Perfil de concentracion in silico de la molécula sefial de QS 2-heptil-3-hidroxiquinolona
extracelular (PQSE) de Pseudomonas aeruginosa en el modelo de FBA dinamico. Los datos fueron
generados a partir de las simulaciones del DFBA realizadas en GAMS para el modelo GSM de PAO1.
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Para el modelo dindmico se realiz6 una simulacion adicional, en la que no se fijaron los flujos

para las reacciones de unién de las dos redes con el fin de comparar el comportamiento del
sistema cuando se encuentra en estado fAbasal oo vy
reacciones involucradas en el escenario tres.

restricciones de QSo.

Los resultados provenientes de las simulaciones bajo la aproximacion DFBA, es decir, los
flujos de cada una de las 1124 reacciones involucradas en el modelo, para cada una de las
20 simulaciones gue se realizaron bajo las condiciones del escenario tres, fueron procesados
empleando el software KNIME version 3.3.0 (Berthold et al., 2008), con lo que pudimos
seleccionar sélo aguellas reacciones que presentaron flujos activos a lo largo de todo el tiempo
de simulacién (aproximadamente 20 horas) y analizados empleando el Software Orange

version3.7( Demgar et. al ., 2013)

Para analizar los datos correspondientes a los flujos de las reacciones del modelo metabdlico
in silico fue necesario escoger un método que permitiera evidenciar un patrén en la activaciéon
de los flujos generados, sin embargo, la gran cantidad de ellos llevé a la utilizacién de
herramientas de andlisis provenientes del campo de la inteligencia artificial o aprendizaje
automatico. Con el fin de establecer rapidamente la presencia de patrones en la activacion de
los flujos de las reacciones bajo cada una de las condiciones de simulacion del escenario tres
se realizaron visualizaciones del conjunto de flujos (1124 reacciones por cada una de las 20
condiciones del escenario tres, y 2000 intervalos de tiempo, para un total 44,960,000 datos
generados), como se puede ver por ejemplo en la Figura 28 (en la pagina 101), Figura 29 (en
la pagina 103), Figura 30 (en la pagina 104), Figura 31 (en la pagina 106) y Figura 32 (en la
pagina 107), mediante representacion p o r Il a her ranmip aSintembafd) estat
herramienta tiene limitaciones para establecer sistematicamente los patrones buscados que
deberan establecerse al encontrar grupos de flujos con caracteristicas similares. Para
encontrar estos grupos de flujos similares, los patrones, entre todos los flujos se utilizaron

algoritmos de aprendizaje no supervisado como k-Means y agrupamientos jerarquicos.

k-Means es un algoritmo de agrupamiento que utiliza funciones de densidad para conformar
los grupos. k-Means utiliza la distancia promedio de los diferentes elementos (en este caso
flujos de las reacciones) al centroide del grupo generado por el algoritmo. k-Means permite

agrupar instancias (flujos) con multiples dimensiones (intervalos de tiempo) para un ndmero k
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de grupos asignado. Para conocer el mejor k posible para el conjunto particular de los datos

en estudio se llevd a cabo teniendo en cuenta el coeficiente de Silhouette.

Para realizar el analisis de agrupamiento, presentados en este documento, sélo se tomaron

en cuenta los datos de las simulaciones del escenario tres, baj o | as condi ci c
restricciones de QS0, Condiciones inicivVédsees (Cin
Tabla4,enlapagina70). Para | as condiciones fASin restriccioc

(Ciniciales) y PQSEO1 los datos se agruparon en siete clisteres; y para las condiciones
PQSEO02 y PQSE10 los datos se agruparon en seis cllsteres, seleccionamos este nimero de
clusteres para cada condicion de acuerdo con su coeficiente de Silhouette igual a 0.9.

Los andlisis de estos agrupamientos fueron llevados a cabo de acuerdo con el sistema
metabdlico al que pertenece cada reaccion y que fue asignado de acuerdo con la clasificacion
bajo la cual se encuentra cada reaccién en la base de datos BioCyc, especificamente para la
cepa Pseudomonas aeruginosa PAOL. Empleando los cllsteres jerarquicos por distancias de
Pearson, se construy6 para cada condicién o escenario de simulacién un heat-map, con el fin
de que nos permitiera observar la diferencia en cuanto al patron metabdlico que se expresa
en cada una de | as condiciones establecidas (ASi
(Ciniciales), PQSEO01, PQSE02 y PQSE10). Se puede observar en la Figura 28 (en la pagina
101), Figura 29 (en la pagina 103), Figura 30 (en la pagina 104), Figura 31 (en la pagina 106),
y Figura 32 (en la pagina 107), la diferencia entre los fenotipos metabdlicos expresados para

estas cinco condiciones de simulacion.

Teniendo en cuenta que se evidencian diferencias significativas en los patrones metabdlicos
que se expresan en cada condicién, los datos fueron agrupados nuevamente con base
Unicamente a las reacciones que se activan con la aproximacion de DFBA bajo las condiciones
establecidas y de cada simulacién por medio de un diagrama de Venn. Empleando los
clusteres jerarquicos por distancias Euclidianas, se construyé un diagrama de Venn (Véase
Figura 26, en la péagina 98), con el fin de que permitiera observar no sélo el nimero de
reacciones que se activan bajo cada condicién de simulacién, sino también qué reacciones se
comparten entre ellas, cuales son exclusivas de cada una, y de esta manera corroborar los
patrones metab:-.-licos que se expresan en cada un

restricciones de QSo, Condiciones iniciales (Cin
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Figura 26. Agrupamiento de las reacciones por sistema metabélico de Pseudomonas aeruginosa

en el modelo de FBA dinamico. Diagrama de Venn proveniente los cllsteres jerarquicos realizados por
distancias Euclidianas teniendo en cuenta el sistema metabdlico al que pertenece cada reaccion para cada

da una de las condiciones de simulacione st abl eci das (ASin restricciones
(Ciniciales), PQSEO1, PQSEO02 y PQSE10). El nimero que se encuentra debajo de cada una de las
condiciones corresponde al nimero de reacciones que se activan para cada condicion.

Posteriormente, se realiz6 con el software KNIME version 3.3.0 el procesamiento de los datos
de las reacciones que se mencionan anteriormente, este analisis se realizé con base al
sistema metabdlico al que pertenece cada una de acuerdo con la clasificacién bajo la cual se
encuentra cada reaccion en la base de datos BioCyc, especificamente para la cepa

Pseudomonas aeruginosa PAOL.

En cuanto a las 386 reacciones que comparten las cinco condiciones analizadas aqui, se pudo
determinar que pertenecen al metabolismo central y basal de Pseudomonas aeruginosa, que
le permiten al microorganismo generar los componentes de biomasa requeridos para su
crecimiento, vale recordar que dentro de la reaccion de biomasa que se empleé para realizar
la optimizacion bajo la aproximacién de FBA y DFBA, la pioverdina se contemplé como un

metabolito esencial para la produccién de biomasa.
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Cell Wall Biosynthesis~t / LPS Biosynthesis
16,32

~ Central Metabolism
Pyrimidine Nucleotide 8,29
Biosynthesis
3,89

Amino Acids Biosynthesis

18,13

Purine Nucleotide Biosynthesis

Energy Metabolism
2,07

Fatty Acid and Lipid Biosynthesis
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Figura 27. Tipo de reacciones metabodlicas de Pseudomonas aeruginosa en el modelo de FBA
dindmico que se comparten entre las condiciones de estudio establecidas para el escenario tres
(ASin restricciones de QSo, Condiciones in.iHlvaarl es
reportado dentro de cada conjunto corresponde al porcentaje de reacciones activadas de acuerdo con el

sistema metabdlico.
Dentro de este grupo de reacciones, fueron activadas un 18% de reacciones pertenecientes
a la biosintesis de aminoacidos, un 16% de reacciones correspondientes a la biosintesis de
lipopolisacaridos y de pared celular y alrededor de un 8% de reacciones correspondientes a
metabolismo central y biosintesis de cofactores, grupos prostéticos y transportadores de

electrones (Véase Figura 26, en la pagina 98 y Figura 27, en la pagina 99).
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El mayor porcentaje de reacciones que comparten las cinco condiciones se centra en la
biosintesis de aminoacidos, metabolismo requerido para la sintesis del sideréforo pioverdina,
ya que en esta molécula la cadena péptida se encuentra formada por una cadena de ocho
residuos de aminoacidos: D-serina - L-arginina - D-serina - N>-formil-N°-hidroxi-L-ornitina -c (-
Lisina - N®-formil-N°-hidroxi-L-ornitina - L-treonina - L-treonina), donde los Ultimos cuatro

aminodcidos forman un ciclo (Véase Figura 4, en la pagina 24) (Yeterian et al., 2010).

Al anali zar la condici-n ASin restricciaoidne s

en la que el sistema no fue perturbado con el cambio de los flujos de las reacciones
correspondientes a la sintesis de las moléculas sefal y el transporte de PVD, se obtuvo un
conjunto de 20 reacciones propias de esta condicion (Véase Figura 26, en la pagina 98 grupo
de color azul y Figura 28, en la pagina 101), que no comparte con ninguna otra.

Dentro de estas reacciones se destaca a la activacion de uno de los puntos de regulacion del
metabolismo de carbohidratos (glicélisis/gluconeogénesis) catalizada por la glucoquinasa
(E.C. 2.7.1.2) y la reaccion catalizada por la gluconoquinasa (E.C.2.7.1.12) perteneciente a la
utilizacion del gluconato y que conduce a un punto de ramificacion para dos vias metabdlicas
centrales: la via de las pentosas fosfato y la via Entner-Doudoroff; las vias metabdlicas de las
cuales hacen parte estas reacciones son vias de metabolismo central que principalmente tiene
como funcién la degradacién parcial de la glucosa para la obtencién de piruvato, quien a su
vez puede impulsar no sélo los procesos fermentativos en condiciones anoxigénicas sino
también el ciclo de Krebs en condiciones oxigénicas, para la obtencion de equivalentes de
reduccion como NADH + H* y FADH: que finalmente por la cadena de transporte de electrones
y la fosforilacién oxidativa generaran energia en forma de ATP para el mantenimiento celular,
ademas, un aumento del ciclo de Krebs conlleva a un aumento de sus intermediarios
metabodlicos a-cetoacidos, los cuales por procesos de transaminacion o desaminacion
oxidativa y no oxidativa pueden impulsar la obtenciébn de aminoacidos requeridos para la
sintesis de PVD. Otro grupo de reaccionesqueseencuent ra en | a condi
de QSo, hace referencia a | a bios2zntesis
produccion de L-ornitina catalizada por la ornitina acetiltransferasa/N-acetilglutamato sintasa
(E.C. 2.3.1.35) que puede estar relacionada con la sintesis de N°-formil-N®-hidroxi-L-ornitina,

indispensable para la generacion de PVD.
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Figura 28. Heat-Ma p del patr-n metab-lico que se expresa

Q S ocorrespondiente al metabolismo basal de Pseudomonas aeruginosa, empleando distancias de
Pearson.
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Para | a condici-n ACinicial eso, en | a que el
de las reacciones correspondientes a la sintesis de las moléculas sefial y el transporte de
PVD, con los valores de flujo provenientes de la simulacién de la red de QS en la que no se
vario la concentracion extracelular de PQS-E (Véase Tabla 4, en la pagina 70), se evidencian
sélo 3 reacciones propias de esa condicion (Véase Figura 26, en la pagina 98, grupo de color
verde y Figura 29, en la péagina 103), dos de metabolismo central correspondientes a las
catalizadas por la malato sintasa (E.C.2.3.3.9) y por la fosfoenolpiruvato carboxilasa
(E.C.4.1.1.31), ambas reacciones anapleréticas que aseguran la disponibilidad de malato y
oxalacetato para un adecuado funcionamiento del ciclo de Krebs.

La tercera reaccion hace referencia a la catalizada por la homoserina O-acetiltransferasa (E.C.
2.3.1.31) involucrada en el metabolismo de la metionina y que como producto genera
Coenzima-A. En general estas tres reacciones propias de esta condicién en la que hay una
perturbacion con una menor influencia de la sefial de QS pueden evidenciar los cambios
(estrés metabdlico) a los que se somete el sistema para el mantenimiento de la biomasa y

crecimiento celular (Véase Figura 16, en la pagina 86).

La siguiente condici-n APQSEO1l0, en |l a que el
flujos de las reacciones correspondientes a la sintesis de las moléculas sefial y el transporte

de PVD, con los valores de flujo provenientes de la simulacién de la red de QS en la que se
empled una concentracion extracelularde PQS-E i gual a 0 Tabla4 éMlapagi®ea s e
70), se encuentran 5 reacciones propias de esta condicion (Véase Figura 26, en la pagina 98,
grupo de color naranja y Figura 30, en la pagina 104); dos de ellas pertenecientes al
metabolismo de aminoacidos especificamente degradacién de D-alanina dada por una
desaminacion catalizada por la D-aminoacido deshidrogenasa (E.C. 1.4.99.1) y la
degradacién de L-serina por desaminacion catalizada por la L-serina deshidratasa, estas dos
reacciones tienen en comun la produccion de piruvato, metabolito que se considera integrador

del metabolismo intermediario y que de acuerdo con las condiciones oxigénicas o
anoxigénicas a las que se someta la célula tiene distintos destinos metabdlicos como entrada

al ciclo de Krebs por su carboxilacion a Acetil-CoA o entrada a procesos de fermentacion

lactica o alcohdlica respectivamente.
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Figura 29. Heat-Map del patron metabdlico que se expresa en | a condici-n. ACinici
Correspondiente al sistema perturbado con el cambio de los flujos de las reacciones correspondientes a

la sintesis de las moléculas sefial y el transporte de PVD, con los valores de flujo provenientes de la

simulacion de la red de QS, empleando distancias de Pearson.
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Figura 30. Heat-Ma p del patr - n metab-1ico que se -EQ@mpoesa e
Correspondiente al sistema perturbado con el cambio de los flujos de las reacciones correspondientes a

la sintesis de las moléculas sefial y el transporte de PVD, con los valores de flujo provenientes de la

simulacion de la red de QS en la que se empled una concentracion extracelularde PQS-E i gual a 0. 1 ¢
empleando distancias de Pearson.
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Ademas, esta condiciéon PQSEOL1 involucra tres reacciones de intercambio de etanol, leucina
e isoleucina, estos dos aminoacidos por degradaciéon pueden generar Acetil-CoA y succinato
respectivamente impulsando el ciclo de Krebs. En general estas reacciones propias de esta
condicibn pueden estar dirigidas a impulsar el ciclo de Krebs para la obtenciéon de
intermediarios metabdlicos para la sintesis de aminoacidos y generacion de energia en la

célula.

Para | a condi que sesimidb@& |BsOnstnas condiciones de PQSEO1, pero
empleando una concentracion extracelular de PQS-E i g u a | ¥éask .Tabla 4, dn 1§
pagina 70), se observan 3 reacciones que no comparte con ninguna otra de las condiciones
(Véase Figura 26, en la pagina 98, grupo de color rojo y Figura 31, en la pagina 106). Una de
estas reacciones esta relacionada con la reaccion catalizada por la piridoxamina quinasa (E.C.
2.7.1.35) para produccion de piridoxina-5-fosfato; las otras dos reacciones involucran el
transporte e intercambio de orotato. Este metabolito esta involucrado en la biosintesis de
pirimidinas como el uracilo, que de acuerdo con lo reportado por Niazy & Hughes en 2015
aumenta la actividad de QS en Pseudomonas aeruginosa aumentando la produccion de
factores de virulencia y un aumento en el orotato puede llevar a un aumento de pioverdina,
debido posiblemente a la acumulacién de dihidroorotato propuesto por Maksimova y
colaboradores en 1993 para hacer parte de la estructura de la pioverdina (Véase Figura 4, en
la pagina 24) (Maksimova, Blazhevich, & Fomichev, 1993; Niazy & Hughes, 2015).

Final ment e, l a %l tima condi ciE-1 0a maulei zsaed as i omurl r- e ¢

mismas condiciones anteriores, pero empleando una concentracién extracelular de PQS-E
i gual a 1. Jabla & en(lavpAgina €0), se encuentran 20 reacciones propias de la
condicion PQS-E10 (Véase Figura 26, en la pagina 98, grupo de color amarillo y Figura 32,
en la pagina 107). De estas 20 reacciones el 65% corresponde al metabolismo de
aminoacidos, principalmente degradacion por desaminacion y transaminacion de éstos para
la produccién de precursores e intermediarios metabdlicos del ciclo de Krebs como piruvato,

citrato, acetoacetil-CoA (precursor de Acetil-CoA), entre otros.
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Figura 31. Heat-Ma p del patr - n metab-1lico que se -ERPODesa er
Correspondiente al sistema perturbado con el cambio de los flujos de las reacciones correspondientes a
la sintesis de las moléculas sefal y el transporte de PVD, con los valores de flujo provenientes de la

simulacion de la red de QS en la que se empled una concentracién extracelular de PQS-E i g u al a 0.2 ¢
empleando distancias de Pearson.
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Figura 32. Heat-Ma p del patr - n metab-1ico que se -EgftfPpoesa e
Correspondiente al sistema perturbado con el cambio de los flujos de las reacciones correspondientes a

la sintesis de las moléculas sefial y el transporte de PVD, con los valores de flujo provenientes de la

simulacion de la red de QS en la que se empled una concentracién extracelularde PQS-E i gual a 1. 0 ¢
empleando distancias de Pearson.
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La activacion de estas reacciones pueden deberse al aumento de las perturbaciones
generadas con los cambios de flujos de las reacciones correspondientes a la sintesis de las
moléculas senal y el transporte de PVD, que pueden verse reflejadas como un cambio (estrés
metabolico) generado sobre la célula por el aumento de la sefial de QS, lo que impulsa a la
produccién de intermediarios de Krebs para el mantenimiento celular, obtencién de energia
para procesos biosintéticos de precursores de biomasa y por ende crecimiento celular. Por
otro lado, en general estas reacciones estan involucradas en el metabolismo de la lisina,
arginina y treonina, aminoacidos requeridos para la biosintesis de pioverdina, con lo cual
podemos decir que el modelo propuesto en este trabajo funciona adecuadamente para la
biosintesis de este factor de virulencia.

Alcompararlasdos condi ci ones m8s extremas, es de
un sistema sin perturbaciones donde se expresa un metabolismo basal (Véase Figura 28, en
la pagina 101) y la condicion PQS-E10 con la méxima perturbacion del sistema reflejada como
una mayor influencia de la sefial de Quorum-Sensing (Véase Figura 32, en la pagina 107), se
evidencia claramente la expresion de diferentes fenotipos metabdlicos influenciados por la
sefal de QS; es decir, entre mas fuerte es la sefial de QS que afecta el comportamiento celular
mas se exige éste a nivel metabdlico para salir del estado perturbado al que fue sometido y

equilibrar las condiciones para mantenimiento celular y produccién de biomasa.

De acuerdo con los resultados obtenidos y descritos anteriormente, este trabajo propone una
fimeta-metodologiag que permite resolver el reto de la investigacion propuesta, empleando
herramientas metodolégicas tomadas de diferentes disciplinas. Herramientas como, los
métodos de reconstruccion de redes bioldgicas, propios de la Biologia de Sistema y la
gendmica, la mineria de texto usada (entre otras) por la bibliomica, los métodos del area de
la ingenieria como la optimizacion, propios del area de la logistica y de la investigacion de
operaciones y el analisis de agrupamiento propio del aprendizaje de maquina. La fusion de
estas herramientas permitio el disefio de una metodologia original que aporta una forma de
estudiar las jerarquias de los sistemas bioldgicos de forma unificada, acorde a los principios
de la Biologia de Sistemas. La metodologia propuesta queda disponible para la comunidad
cientifica que pretenda abordar problemas similares al planteado en este trabajo y es
extrapolable a otros microorganismos, y susceptible de ser modificada para modelos de

células eucaritticas in silico o para generar un modelo de experimentacion in vitro.
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Ademas, en este trabajo se propone por primera vez, la union de la red génica unificada de
Quorum-Sensing acoplada con la red metabdlica de Pseudomonas aeruginosa para la sintesis
de Pioverdina (CCBM1737). Empleando la fijacion de flujos (como restricciones del sistema
en el FBA) de las reacciones comunes entre ambos modelos, esto para predecir la influencia
de QS en la expresion de diferentes fenotipos metabdlicos de acuerdo con el cambio en la
intensidad de la sefal de QS.
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VIl. CONCLUSIONES

9 Este trabajo es el primer reporte de un modelo in silico de la red génica que comprende
todos los sistemas de Quorum-Sensing reportados para Pseudomonas aeruginosa.
Este modelo incluye los mecanismos de autorregulacion de los sistemas de Quorum-
Sensing vy la saper regulacion adicional de las proteinas involucradas en el sistema.
Asi como los mecanismos de regulacion para la expresion de los genes tipo pvd, el
transporte de PVD al espacio extracelular, la quelacién de hierro y su posterior

mecanismo de reingreso a la célula bacteriana.

1 La red génica de QS de Pseudomonas aeruginosa propuesta y modelada como un
sistema determinista mostr6é que a medida que aumenta el crecimiento poblacional
(més células por unidad de volumen), aumenta la produccion de moléculas sefial de
QS en el espacio extracelular por unidad de volumen. Emulando asi el

comportamiento natural de un cultivo bacteriano de Pseudomonas aeruginosa.

1 El modelo de la red génica de QS de Pseudomonas aeruginosa propuesta logra
simular la concentracion apropiada de las moléculas sefial en la célula para la
activacion jerarquica de los circuitos de QS propios del microorganismo y la expresion
de diversos fenotipos, en este caso del factor de virulencia PVD, con la consecuencia

de poder emular poblaciones bacterianas.
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Los resultados de las simulaciones de la red génica de QS de Pseudomonas
aeruginosa propuesta, realizadas bajo las diferentes condiciones de simulacién,
permiten concluir que la red es sensible a las perturbaciones dadas por el cambio de
las variables contempladas, tales como, la variacion de la concentracion inicial de la
sefial de QS, PQS-E, (pardmetro de entrada) y la cuantificacion de la variacion en la
produccion de PVD (parametro de salida del modelo) en los diferentes escenarios de

simulaciéon contemplados en este trabajo.

El sistema de la red de QS modelado adquiere la propiedad emergente de la
resiliencia, propia de los sistemas biol6gicos adaptativos. Esta propiedad que no fue
modelada, pero que se evidencia con el hecho de que al ser perturbado el modelo, los
sistemas reguladores de QS respondieron a las salidas para establecer un nuevo
equilibrio dinamico que llega a alcanzar un estado estable. El equilibrio generado,
resiste las perturbaciones, entendidas como fuerzas de cambio externas. Los
resultados obtenidos in silico lograron ser comparables con los que se conocen sobre

el comportamiento natural de los mecanismos de QS en Pseudomonas aeruginosa.

Partiendo del modelo a escala gendmica iMO1056, se obtuvo el primer modelo de la
red metabdlica de Pseudomonas aeruginosa, denominado CCBM1737, que involucra
las rutas anabdlicas para la sintesis de las moléculas sefial de QS y de pioverdina, y

las reacciones de transporte e intercambio de estas mismas especies quimicas. O

El modelo metabdlico CCBM1737 propuesto presenta una solucién factible al
problema de optimizacion basado en restricciones, tomando como funcién objetivo la
maximizacion de biomasa bajo la aproximacién de FBA, lo que permitié evaluarlo

posteriormente bajo una aproximacion de FBA multietapa y de DFBA.

Las simulaciones bajo la aproximacion de FBA multietapa realizadas al modelo
propuesto de Quorum-Sensing acoplado con el modelo CCBM1737, permitieron un
primer acercamiento al modelamiento dinamico del sistema para predecir la influencia

de QS en la expresion metabdlica del factor de virulencia PVD.
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1 Fue posible modelar bajo la aproximacion de DFBA y evidenciar que el fenbmeno de
QS ejerce una influencia directa sobre la expresion de diferentes fenotipos metabdlicos

de acuerdo al cambio de la intensidad de la sefial de QS.

1 Las simulaciénes realizadas bajo la aproximacién de DFBA, que se llevaron a cabo
para el modelo propuesto de Quorum-Sensing acoplado con el modelo CCBM1737,
demuestra que el modelo es sensible al cambio de las variables de entrada y de salida
a partir de las variaciones de los flujos de las reacciones metabdlicas controladas por

Quorum-Sensing.

1 El modelo propuesto de la red génica unificada de Quorum-Sensing acoplada con la
red metabdlica de Pseudomonas aeruginosa para la sintesis de Pioverdina, es un
aporte significativo al avance del grupo de investigacibn de Comunicacién y
Comunidades Bacterianas del Departamento de Biologia de la Facultad de Ciencias
de la Universidad Nacional de Colombia y del grupo de Disefio de Productos y
Procesos del Departamento de Ingenieria Quimica de la Universidad de los Andes, ya
gue le permitird desarrollar trabajos posteriores para la evaluacién de le expresion de
diversos fenotipos regulados por QS para los microorganismos de interés,
considerando la expresion de fenotipos metabdlicos que pueden ser evaluados
posteriormente in vitro, permitiendo reduccion de costos en tiempo y consumo de

reactivos.
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Anexo 1 - Tabla Al. Especies involucradas en la red de Quorum-Sensing para Pseudomonas aeruginosa. La tabla
muestra la concentracion inicial empleada para el modelamiento de la red realizado en CellDesigner

Clase ombre [Inicial] lase ombre [Inicial]
IComplejo [30-C12-HSL/LasR 0.0 Proteina GacA 1.0
IComplejo |C4-HSL/RhIR 0.0 Proteina RCIA 1.0
IComplejo |Proteinas de Exportacion (PvdE i PvdM) 0.0 Proteina PgsH 0.0
IComplejo |[Exportacion de PVD (FpvR i FpvA) 2.0 Proteina Elastase 0.0
IComplejo |Fur/Fe2+ 0.0 Proteina \VgsR 1.0
IComplejo |Genes de Exportacion (pvdE i pvdM) 1.0 Proteina PvdA 0.0
IComplejo |Genes Maturation (pvdP i pvdQ i pvdO i pvdN) 1.0 Proteina PvdF 0.0
IComplejo |Importacion de PVD-Fe 2.0 Proteina PvdH 0.0
IComplejo |Proteins Maturation (PvdP i PvdQ i PvdO i PvdN) 0.0 Proteina PvdD 0.0
IComplejo  [PQS/PgsR 0.0 Proteina PvdJ 0.0
IComplejo |PVD RNAs (pvdD i pvdJ i pvdli pvdLi pvdFi pvdAi pvdH) 0.0 Proteina Pvdl 0.0
IComplejo |PVD genes (pvdD i pvdJ i pvdli pvdLi pvdFi pvdAi pvdH) 1.0 Proteina PvdL 0.0
IComplejo |PVD proteins (PvdD i PvdJ i Pvdli PvdL i PvdFi PvdA i PvdH) 0.0 Proteina PvdE 0.0
IComplejo |RNAs de Exportacion (pvdE i pvdM) 0.0 Proteina PvdM 0.0
IComplejo |RNAs de Maduracion (pvdP i pvdQ i pvdO i pvdN) 0.0 Proteina PvdP 0.0
IComplejo |Degradacién de LasR 0.0 Proteina PvdQ 0.0
IComplejo |Degradacion de Lasl 0.0 Proteina PvdO 0.0
IComplejo |Degradacién de RhIR 0.0 Proteina PvdN 0.0
IComplejo |Degradacién de RsaL 0.0 Proteina PvdS 0.0
IComplejo |Degradacién de Rhll 0.0 Proteina Fur 0.0
IComplejo |Degradacién de Elastasa 0.0 Proteina FpvA 2.0
IComplejo |PgsH Degradacion de 0.0 Proteina FpvR 2.0
IComplejo |PtxR Degradacion de 0.0 Proteina [TonB 1.0
IComplejo |Degradacién de PvdS 0.0 Proteina PtxR 0.0
IComplejo |Degradacién de Fur 0.0 RNA las| 0.0
IComplejo |Degradacién de Proteinas PVD 0.0 RNA lasR 0.0
IComplejo |Degradacién de Proteinas de Exportacién de PVD 0.0 RNA rhil 0.0
IComplejo |Degradacién de Proteinas de Maduracion de PVD 0.0 RNA rhiR 0.0
Gen las| 1.0 RNA rsal 0.0
Gen lasR 1.0 RNA pgsH 0.0
Gen rhil 1.0 RNA lasB 0.0
Gen rhiR 1.0 RNA pvdD 0.0
Gen rsal 1.0 RNA pvdJ 0.0
Gen pasH 1.0 RNA pvdl 0.0
Gen lasB 1.0 RNA pvdL 0.0
Gen pvdD 1.0 RNA pvdP 0.0
Gen pvdJ 1.0 RNA pvdQ 0.0
Gen pvdl 1.0 RNA pvdO 0.0
Gen pvdL 1.0 RNA pvdN 0.0
Gen pvdP 1.0 RNA pvdE 0.0
Gen pvdQ 1.0 RNA pvdM 0.0
Gen pvdO 1.0 RNA pvdF 0.0
Gen pvdN 1.0 RNA pVA 0.0
Gen pvdE 1.0 RNA pvdH 0.0
Gen pvdM 1.0 RNA pvdS 0.0
Gen pvdF 1.0 RNA ifur 0.0
Gen pvdH 1.0 RNA pgsR 0.0
Gen pvdA 1.0 RNA ptxR 0.0
Gen pvdS 1.0 Molécula simple 2C7-30H-4(1H)Q (PQS) 0.0
Gen Fur 1.0 Molécula simple 2C7-30H-4(1H)Q (PQS)-E 0.0
Gen pasR 1.0 Molécula simple 30-C12-HSL 0.0
Gen ptxR 1.0 Molécula simple 30-C12-HSL-E 0.0
lon Fe2 0.0 Molécula simple C4-HSL 0.0
lon Fe* 2.0 Molécula simple C4-HSL-E 0.0
lon ok 2.0 Molécula simple Ferribactin 0.0
Proteina  |Lasl 0.0 Molécula simple Ferribactin-P 0.0
Proteina  |LasR 0.0 Molécula simple PQS-Fe 0.0
Proteina  [Rhll 0.0 Molécula simple PVD 0.0
Proteina  |RhIR 0.0 Molécula simple PVD-E 0.0
Proteina  |Rsal 0.0 Molécula simple PVD-Fe 0.0
Proteina  [MVfR / PgsR 0.0 Molécula simple PVD-Fe-E 0.0
Proteina  |VIR 1.0
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Anexo 2 - Tabla A2. Constantes cinéticas de las reaccones involucradas en la red de Quorum-Sensing de

Pseudomonas aeruginosa

Reaccion | Pardmetro | Descripcién del pardmetro Valor | Unidades | Referencia

R1 k1 Sintesis de mRNA-lasl (Transcripcién) 0.0036 [ € M/ s (Fagerlind et al., 2003, 2005)
R2 k2 Sintesis de Lasl (Traduccién) 0.7 e M/ s Estimado

R3 k3 Produccién de 30-C12-HSL 1.0 e M/ s (Fagerlind et al., 2003, 2005)
R4 k4 Sintesis de mMRNA-lasR (Transcripcién) 0.004 (& M/ s (Fagerlind et al., 2003, 2005)
R5 k5 Sintesis de LasR (Traduccién) 0.7 e M/ s (Fagerlind et al., 2003, 2005)
R6 k6 Sintesis de mRNA-rsaL (Transcripcién) 0.004 [&e M/ s (Fagerlind et al., 2003, 2005)
R7 k7 Sintesis de RsaL (Traduccién) 0.9 e M/ s (Fagerlind et al., 2003, 2005)
R8 k8 Sintesis de mRNA-rhll (Transcripcién) 0.0036 [ € M/ s (Fagerlind et al., 2003, 2005)
R9 k9 Sintesis de Rhll (Traduccién) 0.7 e M/ s Estimado

R10 k10 Produccién de C4-HSL 1.0 e M/ s (Fagerlind et al., 2003, 2005)
R11 k11 Sintesis de mRNA-rhIR (Transcripcién) 0.004 [e M/ s (Fagerlind et al., 2003, 2005)
R12 k12 Sintesis de RhIR (Traduccién) 0.7 e M/ s (Fagerlind et al., 2003, 2005)
R13 col Unién LasR y 30-C12-HSL 0.16 1/ & M* { (Fagerlind et al., 2003, 2005)
R14 co2 Unién RhIR y C4-HSL 0.16 1/eM*s (Fagerlind et al., 2003, 2005)
R15 dl Difusién C4-HSL 0.4 1/s (Fagerlind et al., 2003, 2005)
R16 d2 Difusién 30-C12-HSL 0.2 1/s (Fagerlind et al., 2003, 2005)
R17 k13 Sintesis de mMRNA-pgsH (Transcripcién) 0.004 [e M/ s Estimado

R18 k14 Sintesis de PgsH (Traduccién) 0.7 e M/ s Estimado

R19 k15 Produccién de 2C7-30H-4(1H)Q (PQS) 1.0 e M/ s Estimado

R20 k16 Sintesis de mRNA-lasB (Transcripcion) 0.004 [e& M/ s Estimado

R21 k17 Sintesis de Elastasa (Traduccion) 0.7 e M/ s Estimado

R22 del Degradacion LasR 0.15 1/s (Fagerlind et al., 2003, 2005)
R23 de2 Degradacion RhIR 0.15 1/s (Fagerlind et al., 2003, 2005)
R24 de3 Degradacion RsalL 0.2 1/s (Fagerlind et al., 2003, 2005)
R25 de4d Degradacion Lasl (30-C12-HSL) 0.12 1/s (Fagerlind et al., 2003, 2005)
R26 de5 Degradacion Rhll (C4-HSL) 0.12 1/s (Fagerlind et al., 2003, 2005)
R27 dil Disociacién 30-C12-HSL/LasR 0.25 1/s (Fagerlind et al., 2003, 2005)
R28 di2 Disociaciéon C4-HSL/RhIR 0.25 1/s (Fagerlind et al., 2003, 2005)
R29 al Afinidad entre 30-C12-HSL/LasR y Promotor lasR 1.2 e M (Fagerlind et al., 2003, 2005)
R30 a2 Afinidad entre 30-C12-HSL/LasR y Promotor lasl| 0.4 e M (Fagerlind et al., 2003, 2005)
R31 a3 Afinidad entre 30-C12-HSL/LasR y Promotor rsaL 1.0 e M (Fagerlind et al., 2003, 2005)
R32 a4 Afinidad entre 30-C12-HSL/LasR y Promotor rhiIR 1.2 e M (Fagerlind et al., 2003, 2005)
R33 a5 Afinidad entre 30-C12-HSL/LasR y Promotor rhll 1.0 e M Estimado

R34 a6 Afinidad entre 30-C12-HSL/LasR y Promotor pgsH 1.0 e M Estimado

R35 a7 Afinidad entre 30-C12-HSL/LasR y Promotor lasB 1.0 e M Estimado

R36 a8 Afinidad entre Rsal y Promotor lasl| 1.0 e M (Fagerlind et al., 2003, 2005)
R37 a9 Afinidad entre C4-HSL/RhIR y Promotor rhil 1.0 e M Estimado

R38 alo Afinidad entre C4-HSL/RhIR y Promotor lasB 1.0 e M Estimado

R39 all Afinidad entre PQS y Promotor rhll 1.0 e M Estimado

R40 al2 Afinidad entre PQS y Promotor rhiR 1.0 e M Estimado

R41 al3 Afinidad entre PQS y Promotor lasB 1.0 e M Estimado

R42 al4d Afinidad entre VgsR y Promotor lasl 1.0 e M Estimado

R43 al5 Afinidad entre VgsR y Promotor lasR 1.0 e M Estimado

R44 al6 Afinidad entre VgsR y Promotor rhll 1.0 e M Estimado

R45 al7 Afinidad entre MvfR/PgsR y Promotor lasR 1.0 e M Estimado

R46 al8 Afinidad entre RclA y Promotor lasR 1.0 e M Estimado

R47 al9 Afinidad entre VIR y Promotor lasR 1.0 e M (Johnson, 2009)

R48 a20 Afinidad entre VIR y Promotor lasl| 1.0 e M Estimado

R49 a2l Afinidad entre VIR y Promotor rhiR 1.0 e M Estimado

R50 a22 Afinidad entre GacA y Promotor lasR 1.0 e M (Johnson, 2009)

R51 a23 Afinidad entre GacA y Promotor rhiR 1.0 e M (Johnson, 2009)

R52 d3 Difusién PQS 0,2 1/s Estimado

R53 a24 Afinidad entre PQS y Fe 1.0 e M Estimado

R54 k18 Sintesis de MRNA-PVD genes (Transcripcién) 0.004 [e M/ s Estimado

R55 k19 Sintesis de PVD Proteins (Traduccién) 0.7 e M/ s Estimado

R56 k20 Produccién Ferribactina 1.0 e M/ s Estimado

R57 co3 Unién PgsR y 2C7-30H-4(1H)Q (PQS) 0.16 1/ & M* { Estimado

R58 k21 Sintesis de MRNA-pvdS (Transcripcién) 0.004 [eg M/ s Estimado

R59 k22 Sintesis de PvdS (Traducci6n) 0.7 e M/ s Estimado

R60 a25 Afinidad entre PvdS y Promotor PVD genes 1.0 e M Estimado

R61 k23 Sintesis de mRNA-fur (Transcripcién) 0.004 [& M/ s Estimado

R62 k24 Sintesis de Fur (Traduccién) 0.7 e M/ s Estimado

R63 a26 Afinidad entre Fur y Promotor PVD genes 1.0 e M Estimado

R64 co4 Unién Fury Fe2+ 0.16 1/ & M* 4 Estimado

R65 a7 Afinidad entre Fur/Fe2+ y Promotor PVD genes 1.0 e M Estimado

R66 a28 Afinidad entre Fur/Fe2+ y PvdS 1.0 e M Estimado

R67 de6 Degradacién PvdS 0.2 1/s Estimado

R68 de7 Degradacioén Fur 0.2 1/s Estimado

R69 f1 Formacién de PVD-Fe-E 1.0 e M/ s Estimado

R70 d4 Difusién Ferribactina 0.2 1/s Estimado

R71 k25 Produccién de PVD 1.0 e M/ s Estimado

R72 trl Transporte de PVD del espacio periplasmico al extracelular 0.2 e M/ s Estimado

R73 co5 Unién del Complejo de Exportacié PVD y TonB 0.16 1/ & M* { Estimado
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R74 k26 Sintesis de mMRNA-Genes Exportacién (Transcripcion) 0.004 [e M/ s Estimado
R75 k27 Sintesis de mMRNA-Genes Maduracién (Transcripcion) 0.004 [e M/ s Estimado
R76 k28 Sintesis del Complejo de Exportacién(Traduccién) 0.7 e M/ s Estimado
R77 k29 Sintesis del Complejo de Maduracién (Traduccién) 0.7 e M/ s Estimado
R78 a29 Afinidad entre PvdS y Promotor del Complejo de Maduracién 1.0 e M Estimado
R79 a30 Afinidad entre PvdS y Promotor del Complejo de Exportacién 1.0 e M Estimado
R80 tr2 Transporte de PVD-Fe-E 0.2 e M/ s Estimado
R81 di3 Disociacién de PVD-Fe 0.25 1/s Estimado
R82 de8 Degradacion del Complejo de Proteinas PVD 0.2 1/s Estimado
R83 de9 Degradacion del Complejo de Exportacién PVD 0.2 1/s Estimado
R84 del0 Degradacion del Complejo de Maduracién PVD 0.2 1/s Estimado
R85 a3l Afinidad entre Fur/Fe2+ y Promotor del Complejo de Genes de Exportacién | 1.0 e M Estimado
R86 a32 Afinidad entre Fur/Fe2+ y Promotor del Complejo de Genes de Maduracién | 1.0 e M Estimado
R87 a33 Afinidad entre Fur y Promotor del Complejo de Genes de Exportacion 1.0 e M Estimado
R88 a34 Afinidad entre Fur y Promotor del Complejo de Genes de Maduracién 1.0 e M Estimado
R89 a35 Afinidad entre PQS/PgsR(MVfR) y Promotor rhiR 1.0 e M Estimado
R90 k30 Sintesis de mMRNA-pgsR(MVfR) (Transcripcion) 0.004 [&e M/ s Estimado
R91 k31 Sintesis de PgsR(MvfR) (Traduccion) 0.7 e M/ s Estimado
R92 a36 Afinidad entre C4-HSL/RhIR y Promotor pgsR 1.0 e M Estimado
R93 k32 Sintesis de mMRNA-ptxR (Transcripcién) 0.004 [e M/ s Estimado
R94 k33 Sintesis de PtxR (Traduccién) 0.7 e M/ s Estimado
R95 dell Degradacion PtxR 0.2 1/s Estimado
R96 del2 Degradacion PgsH 0.2 1/s Estimado
R97 del3 Degradacion Elastasa 0.2 1/s Estimado
R98 di4 Disociacién PQS/PgsR 0.25 1/s Estimado
R99 di5 Disociacién Fur/Fe2+ 0.25 1/s Estimado
R100 a37 Afinidad entre VIR y Promotor ptxR 1.0 e M Estimado
R101 a38 Afinidad entre PtxR y Promotor lasl| 1.0 e M Estimado
R102 a39 Afinidad entre PtxR y Promotor rhll 1.0 e M Estimado
R103 a40 Afinidad entre PtxR y Promotor pgsH 1.0 e M Estimado
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